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OZET

Bursa da yetistirilen bes ahududu (Aksu kirmizisi, Rubin, Newburgh, Hollanda
boduru, Heritage) ve dort bogiirtlen (Bursa 1, Bursa 2, Chester, Jumbo) cesidinin
fenolik madde igerikleri taze, ilk dondurulmus ve alt1 ay siireyle -22°C de muhafaza
edildikten sonra LC-MS/MS ile tayin edilmistir. Ellagik asit ahududu ve bogiirtlen
tiirlerinin temel fenolik maddesi oldugu tespit edilmistir. Ellagik asit (1350,36-727,90
mg/kg taze meyve), feruik asit (820,78-338,27 mg/kg taze meyve), kafeik asit (754,85-
202,78 mg/kg taze meyve), para-kumarik asit (361,68-142,63 mg/kg taze meyve), para-
hidroksibenzoik asit (534,20-233,29 mg/kg taze meyve) and kuersetin (46,97-27,31
mg/kg taze meyve) ahududu cesitlerinin, ellagik asit (1828,07-1555,13 mg/kg taze
meyve), ferulik asit (757,69-413,82 mg/kg taze meyve), kafeik asit (736,85-337,89
mg/kg taze meyve), para-kumarik asit (877,45-287,15 mg/kg taze meyve) ve kuersetin
(74,69-56,78 mg/kg taze meyve) bogiirtlen cesitlerinin su ekstraklarinda tayin
edilmistir. Ahududu c¢esitlerinin fenolik bilesik igerikleri farkliliklar1 bogiirtlen
cesitlerinden daha fazladir. Alti ay siireyle -22°C de muhaza edilen ahududu ve
bogiirtlen cesitlerinin fenolik bilesik iceriklerinin baslangi¢ miktarlarina gore ortalama

iki kat azaldig1 belirlenmistir.

Ikinci olarak ahududu ve bogiirtlen cesitlerinin toplam fenol, toplam flavonoid,
toplam antosiyanin, askorbik asit miktarlar1 ile ABTS, DPPH ve CUPRAC metotlar ile
antioksidan aktivite degerleri UV-VIS spektrofotometresi ile tayin edilmistir. Ahududu
ve bogiirtlen cesitleri ABTS, DPPH, CUPRAC, toplam fenol ve toplam flavonoid
icerikleri metanol ekstraklarinda, toplam antosiyanin ve askorbik asit igerikleri ise su
ekstraklarinda yiiksek degerlere sahiptir. Ahududu ve bogiirtlen ¢esitlerinin antioksidan
aktivitelerinin ¢esitlerin fenolik icerikleriyle direk olarak iligkili oldugu bulunmustur.
Antioksidan aktivite ile toplam fenol, toplam flavonoid ya da askorbik asit arasinda
dogrusal iliski oldugu gozlenmistir. Elde edilen sonuglar ahududu ve bdgiirtlen
tiirlerinin zengin antioksidan kaynagi oldugunu gostermektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Ahududu, Bogiirtlen, Donmus muhafaza, Fenolik
bilesikler, LC-MS/MS, Toplam fenol, Toplam flavonoid, Toplam antosiyanin, Askorbik
asit, Antioksidan aktivite, ABTS, DPPH, CUPRAC.
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ABSTRACT

The phenolic compounds in five raspberry (Aksu kirmizisi, Rubin, Newburgh,
Holland boduru, Heritage) and four blackberry (Bursa 1, Bursa 2, Jumbo, Chester)
cultivars grown in Turkey were determined by LC-MS/MS in fresh, just frozen and
stored fruits at -22 °C for 6 months period. Ellagic acid was determined as main
phenolic compounds in raspberry and blackberry cultivars. The major phenolic
compounds in water extracted samples were ellagic acid (1350,36-727,90 mg/kg fresh
fruit), ferulic acid (820,78-338,27 mg/kg fresh fruit), caffeic acid (754,85-202,78 mg/kg
fresh fruit), p-coumaric acid (361,68-142,63 mg/kg fresh fruit), p-hydroxybenzoic acid
(534,20-233,29 mg/kg fresh fruit) and quercetin (46,97-27,31 mg/kg fresh fruit) in
raspberry and ellagic acid (1828,07-1555,13 mg/kg fresh fruit), ferulic acid (757,69-
413,82 mg/kg fresh fruit), caffeic acid (736,85-337,89 mg/kg fresh fruit), p-coumaric
acid (877,45-287,15 mg/kg fresh fruit) and quercetin (74,69-56,78 mg/kg fresh fruit) in
blackberry. The varietal differences in the phenolic compound contents were larger
among the raspberry cultivars than the blackberry cultivars. After storage of raspberry
and blackberry at -22 °C for 6 months, the amount of individual phenolic compounds

decreased by two times on average.

Raspberry and blackberry cultivars were also assayed for antioxidant activity
determined as ABTS, DPPH and CUPRAC, total phenol, total flavonoid, total
anthocyanin and ascorbic acid contents. Raspberry and blackberry had the highest
ABTS, DPPH, CUPRAUC, total phenol and total flavonoid contents in methanol extracts,
whereas total anthocyanin and ascorbic acid contents were high in water extracts. The
antioxidant activity of the raspberry and blackberry was directly related to the total
amount of phenolics found in the raspberry and blackberry. A linear relationship was
observed between antioxidant activities and total phenols, total flavonoids or total
anthocyanins. The data indicate that raspberries and blackberries are rich source of

antioxidants.

KEYWORDS: Raspberry, Blackberry, Freezing and Frozen Storage, Phenolic
Compounds, LC-MS/MS, Total phenol, Total flavonoid, Total anthocyanin, Ascorbic
acid, Antioxidant activity, ABTS, DPPH, CUPRAC.
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KISALTMALAR DiZiNi

ABTS- (2,27-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)
APCI- Atmosfer basin¢h kimyasal iyonlagma
CUPRAC- Bakir iyonu indirgeme kapasitesi

DPPH-2 2-difenil-1-pikrilhidrazil

EA- Ellagik asit

ESI- Elektrosprey iyonlagma

FA- Ferulik asit

GC -Gaz kromatografisi

HPLC-Yiiksek performanslt sivi kromatografisi
HPLC-ESI-MS- Yiiksek performanslt s1vi kromatografisi elektrosprey iyonlagmali
kiitle spektrometresi

HPLC-MS- Yiiksek performansl sivi kromatografisi kiitle spektrometrisi
KA- Kafeik asit

KAM- Kamferol

(+)-KAT- (+)-Katesin

KU- Kuersetin

LC-S1v1 kromatografisi

LSD- En kii¢iik anlaml1 fark

MR- Mirisetin

MS- Kiitle spektrometri

PA-Protokatekuik asit

p-HBA- para-Hidroksibenzoik asit

p-KA- para-Kumarik asit

p<0.01- %99 giiven aralig1

x- Tayin edilmedi
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1. GIRIS

Antioksidanlar, insan viicudunda metabolizma sonras1 ortaya ¢ikan, kisa 6miirlii
fakat olumsuz etkisi fazla olan serbest radikalleri etkisiz hale getirerek pek cok hastaliga
neden olabilecek zincir reaksiyonlarini Onleyen ve bunun yaninda gidalardaki
oksidasyondan kaynaklanan acilasmay1 ve digere tat bozulmalarimi geciktirme ve
onleme oOzelligine sahip olan maddelerdir. Gidalarin iiretimindeki degisik ve yapay
islemler nedeniyle de viicuda serbest radikal alimi artarak bunlarin reaksiyonu sonucu
olusan toksik maddeler viicudumuzda birikmektedir. Viicudumuzda biriken bu toksik
maddeleri atmak ve onlarin zararh etkilerinden kurtulmak i¢in antioksidan maddeler
iceren besinler alinmasi gereklidir. Boylece serbest radikallerin meydana getirdigi hiicre
tahribat1 biiyiik olciide dnlenmis olur. Bu nedenle antioksidan 6zellikli bilesikleri iceren

dogal iirtinlerin arastirilmasi insan saglhigi acisindan olduk¢a 6nem tagimaktadir.

Bilinen ve halen ticari olarak kullanilan sentetik antioksidanlar (butilhidroksi
toluen-BHT, butilhidroksi anisol-BHA, ter-butil hidrokinon-TBHQ gibi) kimyasal
yapilarinda fenolik gruba sahiptirler. Antioksidan etkiden sorumlu yapinin da bu fenolik
gruplar oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, son yillarda kimyasal yapisinda fenolik
bilesikler iceren bitki tiirleri ile yapilan c¢alismalar artmistir. Bitkilerde bulunan
tokoferoller, askorbik asit, flavonoidler ve fenolik asitler en 6nemli dogal antioksidan
gruplardir. Ahududu (Rubus idaeus L.) ve bogiirtlen (Rubus fruticosus L.) de yiiksek
diizeyde icerdigi askorbik asit, flavonoidler ve fenolik bilesikler nedeniyle insan sagligi
acisindan olduk¢a onemlidir. Bu nedenle ahududu ve bogiirtlen ¢esitlerinin antioksidan
ozellikleri ve fenolik madde igerikleri arastinlmaktadir. Ayrica, bu meyvelerin
kendilerine 6zgii cezp edici renk ve tat aromasi, yap1 ve kokusu ile tiikketim yaninda gida
endiistrisinde ¢ok cesitli kullanim alanlar1 bulmaktadir. Yiiksek oranda su ihtiva eden
tasima ve depolanmaya uzun siire dayanamayan ahududu ve bogiirtlenlerin taze
titketimi her zaman miimkiin degildir. Bu sebeple ¢ok cesitli sekillerde; taze tiikketimi
olmakla birlikte konserve, recel, marmelat, pasta, dondurma, seker, yogurt, meyve suyu,
likor gibi cesitli sekillerde tiiketilmektedir. Bu nedenle 6teki meyveler arasinda cok 6zel

bir yere sahiptirler.



Ahududu (Rubus idaeus 1..) ve bogiirtlen (Rubus fruticosus L.) 6zellikle A.B.D.
ile Kanada ve baz1 orta ve dogu Avrupa iilkelerinde yetistirilmektedir. Ulkemizde Dogu
Anadolu, Karadeniz ve I¢ Anadolu Bolgelerinde yetistirilebilirken 6zellikle Bursa ve
civarinda kiiciik capta baglayan iiretim daha sonra bolgenin ekolojik kosullarinin

elverisli olmasi nedeniyle olduk¢a yaygin olarak yetistirildigi bilinmektedir.

Bitki tiirleri arasinda, gerek fenolik bilesikler ve bunlarin bulunma oranlar
bakimindan, gerekse antioksidan aktiviteleri bakimindan biiyiik farklilik vardir. Bu
farkliliklar  bitkilerin  yetistirilme kosullari, c¢evre ve iklim Ozelliklerinden

kaynaklanabildigi gibi genetik yapilarindan da biiyiik olciide etkilenmektedir.

Yapmis oldugumuz bu ¢alisma Bursa’da yetistirilen baz1 ahududu ve bogiirtlen
cesitlerinin fenolik bilesik icerikleri LC-MS ile tayin edilmistir. Ayrica, bu cesitlerin
donmus muhafaza siiresine bagli olarak fenolik bilesik icerigindeki degisimi
incelenmistir. Ikinci olarak ahududu ve bogiirtlen cesitlerinin toplam fenol, toplam
flavonoid, toplam antosiyanin ve askorbik igerigi ile antioksidan aktivite degerleri
spektrofotometrik olarak tayin edilmistir ve fenolik icerik ile antioksidan aktivite
arasindaki iligki incelenmistir. Bunun diginda tayin edilen fenolik bilesiklerin (ellagik,
ferulik, kafeik, p-kumarik, p-hidroksibenzoik asit ve kuesetin) ve bu bilesikler ile
hazirlanan karisgmin toplam fenol ile antioksidan aktivite degerleri degerleri
belirlenmistir. Fenollerin her biri i¢in bulunan toplam fenol degerleri ve antioksidan
aktivite ile karisim i¢in bulunan degerler karsilastirildiginda metotlarin toplanabilirlik

ozelligi olup olmadig1 incelenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. FENOLIK BIiLESIiKLER

Fenolik bilesikler bir ya da daha fazla hidroksil grubunun aromatik halkaya baglh
oldugu yapilardir. Fenolik bilesikler fenol gibi oldukca basit bilesiklerden
proantosiyanidinler gibi yiiksek derecede polimerlesmis yapilara kadar cok genis bir
araligr kapsar. Fenolik bilesiklerin glikozil iceren yapilarimi temel olarak tek glikozilli
yapilar olusturur (Manach ve ark. 2004, Shahidi ve Naczk 1995). Glikolizasyonda en
yaygin olan seker yapisi glukoz iken arabinoz, galaktoz, ramnoz ve ksiloz da cogunlukla
kullanilir (Bravo 1998, Klick ve Herrmann 1988). Fenolik bilesikler ayrica alifatik
organik asitlerle, aminlerle, lipidlerle, olisakkaritlerle ve diger substientlerle de
baglanabilir (Bravo 1998). Ayrica, fenolik bilesiklerin aromatik halka/halkalart
hidroksilasyon ve metoksilasyon igerir. Kompleks yapinin cesitliligi, konjugasyonu,
hidroksillenmesi ve metoksillenmesi ¢ok genis aralikta fenolik molekiillerin olusumunu
saglar (Harborn ve Williams 2000). Fenolik bilesikler karbon yapisina bagh olarak

farkli siniflara ayrilirlar.

2.1.1. Flavonoidler

Flavonoidler, iki benzen halkasi (A ve B) ve bu halkalan birbirine baglayan,
oksijen igeren piran veya piron halkasi (C) ndan olusan benzer sekilde siralanmis C;s
(C6-C3-Cp) yapisina sahip bilesiklerdir (Sekil 2.1.1.1). Flavonoidler bitkilerde en fazla
glikozit tiirevleri olarak bulunmalarina ragmen aglikonlar olarak da bulunurlar.
Hidroksil gruplarimin her biri c¢esitli fenolik ve alifatik asitlerle agillenebilir ve bazi
karbonlar bir ya da daha fazla farkli basit karbonhidratla yer degistirebilir. Bitkilerde,
flavonoidler hidroksilleme, metilleme ve en 6nemlisi glikolizleme gibi ¢esitli yapilar da
bulunabilirler (Robards ve Antolovich 1997). Ayrica flavonoid yapisindaki siibstientler
benzil, sinamil, hidroksil, izofenil ve metoksil icerebilirler (Harborn ve Williams 2000).
Flavonoidler C halkasindaki degisiklik nedeniyle flavonlar, flavononlar, izoflavonlar,

flavonoller, antosiyaninler ve flavanoller olmak iizere alt siniflara ayrilirlar.



Sekil 2.1.1.1. Flavonoidlerin kimyasal yapisi

Flavonoid yapilarinda herhangi bir hidroksil grubu glikolizlenenilir ancak belli
pozisyonlar glikolizleme igin tercih edilir. Ornegin flavonlarin, izoflavonlarin ve
flavanonlarin 7-hidroksil grubu, flavonollarin ve flavanollarin 3- ve 7-hidroksilleri ve
antosiyanidinlerin 3- ve S5-hidroksilleri yaygin olan glikolizlenme yerleridir (Sekil
2.1.1.2). Glukoz en yaygin karsilagilan; galaktoz, ramnoz, ksiloz ve arabinoz yaygin
olmayan; mannoz, fruktoz, glukuronik ve galakturonik asitler nadir bulunan sekerlerdir.
Disakkaritler de flavonoidlerle iliski i¢indedir ve yaygin olarak bulunanlar rutinoz (6-O-
a-L-ramnosil-D-glukoz) ve neohesperidozdur (2-0-a-L-ramnosil-D-glukoz).
Glikolizasyon asit-direncli C-C bag1 tarafindan sekerin flavonoid in temel
cekirdeklerine (flavonoid C-glikozit) direkt baglanmasi ile meydana gelebilir.
Glikolizasyon etkisi flavonoidleri serbest radikallere kars1 daha az reaktif ve daha fazla
suda coziilebilir hale getirir. Glikozilleme bitkileri stoplazmik zarardan engeller ve
cogunlukla hiicre bosluklar icinde bulunan flavonoidlerin depolanmasia da olanak

verir (Robards ve Antolovich 1997).
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Sekil 2.1.1.2. Flavonoid siniflarinin temel glikolizlenme yerleri

2.1.1.1. Flavonoller

Flavonoller meyvelerde en fazla bulunan flavonoidlerdir (Sekil 2.1.1.1.1). Bu
bilesikler genellikle O-glikozitler olarak en yaygin C halkasinin 3 pozisyonunda
hidroksil grubuyla konjuge olmus ve 5, 7, 4', 3' ve 5' pozisyonlarinda uygun
siibstituentlerle glikozit yapida bulunurlar (Kris-Etherton ve ark. 2002, Nichenametla ve
ark. 2006). Bu yapmin seker kismini ¢ogunlukla glikoz ya da ramnoz olustururken
galaktoz, arabinoz, ksiloz, glukuronik asit gibi seker yapilari da bulunabilmektedir.
Meyvelerde en yaygin bulunan flavonoller kuersetin, kamferol, mirisetin ve
izoramnetindir. Glikolizasyon tercihli olarak 3-hidroksil grubunda meydana gelir.
Meyvelerde hakim olan flavonol tiirler 3-O-monoglikozitler > 3-glikozitler > 3-
galaktozitler > 3-ramnositler ve 3-glukuronitler olarak siralanmaktadir (Robards ve

Antolovich 1997).

Flavonoller biosentezleri 1sikla uyarildigi i¢in, eser miktarda, bitkinin toprak
yiizeyine yakin kisminda bulunurken genel olarak meyvelerin disinda, kabuk ve

yapraklar1 gibi hava ile temas eden bolgelerinde birikirler (Manach ve ark. 2004).



Rosaceae meyvelerinden olan cilek, ahududu ve bdogiirtlenin flavonol igerigini
kuersetin, kamferol ve bunlarin glikozitleri olusturmaktadir (Rommel ve Wrolstad
1993b). Flavonol glikozit igerigi cesitli Rosaceae meyveleri arasinda c¢ok biiyiik

farklilik gostermezler. (Robards ve Antolovich 1997).

OH O
Sekil 2.1.1.1.1. Flavonollerin kimyasal yapisi
Cizelge 2.1.1.1.1. Flavonollerin kimyasal yapis1
Flavonol R1 R2 R3
Kuersetin OH OH H
Kamferol H OH H
Mirisetin OH OH OH

2.1.1.2. Flavonlar

Flavonlar meyvelerde ve sebzelerde yaygin olarak bulunmazlar (Sekil 2.1.1.2.1)
Flavonlar temel olarak luteolin ve apigenin glikozitlerden olusur. Maydanoz ve
kerevizin Onemli flavon kaynagi oldugu belirlenmistir (Manach ve ark. 2004).
Turunggil meyvelerinin kabuklar1 olduk¢a fazla miktarda polimetoksilat flavonlart:
tangeretin, nobiletin ve sinensetin igerirler. Nobiletin ve sinentin taze, sekerli, portakal
kabugunda ve tangeretinin ise mandalina yaginda bulundugu bilinmektedir (Robards ve
Antolovich 1997, Shahidi ve Naczk 1995). Ayrica bu polimetoksilat flavonlar en
hidrofobik flavonoidlerdir (Manach ve ark. 2004).

Sekil 2.1.1.2.1. Flavonlarin kimyasal yapist



Cizelge 2.1.1.2.1. Flavonlarin kimyasal yapisi
Flavon R1 R2 R3
Luteolin OH OH H
Apigenin H OH H

2.1.1.3. Flavanonlar

Flavanonlar, bitkilerde diger flavonoidler ile karsilastirildiginda daha az
miktarda bulunurlar. Flavanonlar hidroksilli glikozitler ve o-metilli tiirevleri olarak
bulunurlar (Crozier ve ark. 2006, Espin ve ark. 2007, Scalbert ve ark. 2005). Turunggil
meyvelerinin temel flavonoidleridir. Temel aglikonlar1 naringenin, eriodiktiol ve
hesperetindir (Sekil 2.1.1.3.1). Diger bitkilerin flavanonlar1 nadiren glikozidik sekilde
bulunurken turunggil flavanonlar1 genellikle glikozitleri olarak bulunur. Flavanon
temeline dayanarak eksi portakal i¢in eksi flavanon olan neohesperidoz, greyfurt igin
naringin, tatli portakal, mandalina, limon i¢in ise hesperidindir baslica flavanonlardir

(Robards ve Antolovich 1997).

OH O
Sekil 2.1.1.3.1. Flavanonlarin kimyasal yapisi
Cizelge 2.1.1.3.1. Flavanonlarin kimyasal yapisi
Flavanon R1 R2 R3
Naringenin H OH H
Eriodiktyol OH OH H
Hesperetin OH OCHj; H




2.1.1.4. izoflavonlar

Izoflavonlar dstrojenlere yapisal benzerlik gosteren flavonoidlerdir. Izoflavonlar,
steroid olmamalarina ragmen estradiol molekiilii igcinde 7 ve 4' konumlarinda hidroksil
gruplarina sahiptirler. izoflavonlar gercek olmayan hormonal 6zellik tagirlar ve dstrojen
alicilar1 baglama yetenegindedirler. Bundan dolay1 bitkisel kaynakli Ostrojenik etkiye
sahip yapilar olarak siniflandirilirlar. Temel izoflavonlar genistein, daidzein ve
glisiteindir (Sekil 2.1.1.4.1). izoflavonlar 6zellikle baklagiller de bulunurlar. Soya ve
soyanin islenmis {irlinleri insanlar i¢in temel izoflavon kaynagi olarak bilinir. Bu
izoflavonlarin; aglikon, 7-O-glikozit, 6"-O-asetil-7-O-glikozit ve 6"-O-malonil-7-O-
glikozit olmak iizere 4 sekilde bulundugu bilinmektedir (Manach ve ark. 2004).

R3 l 0]
R2
RI O

OH
Sekil 2.1.1.4.1. izoflavonlarin kimyasal yapisi.
Cizelge 2.1.1.4.1. izoflavonlarin kimyasal yapisi.
izoflavonlar R1 R2 R3
Daidzein H H OH
Genistein OH H OH
Glisitein H OCH; OH

2.1.1.5. Flavanoller

Flavanoller en karmasik flavonoidlerdir ve heterosiklik C halkasinin C2 ve C3
iki kiral merkezleriyle karakterize edilirler (Crozier ve ark. 2006, Iriti ve Faoro 2006,
Nichenametla ve ark. 2006). Flavanoller hem monomerik (katesinler) hem de polimerik
(proantosyanidinler) yapida bulunurlar (Sekil 2.1.1.5.1) ve meyvelerin 6nemli
bilesenleridir. Katesinler prosiyanidinler i¢in monomer birimleridir. ~Monomerler

arasindan (+)-katesin, (-)-epikatesin, (+)-gallokatesin ve (-)-epigallokatesin meyvelerde



bulunur (Robards ve Antolovich 1997). Flavonoidlerin diger siniflarinin tersine
flavanoller meyvelerde glikozit yapilarindan ¢ok serbest halde bulunurlar (Manach ve
ark. 2004). Yesil cay ve cikolata en zengin katesin kaynagi olarak bilinir. Gallokatesin,
epigallokatesin ve epigallokatesin galatlar bazi baklagillerde, iiziimlerde ve daha
onemlisi cayda bulunuyorken katesinler ve epikatesinler meyvelerin temel
flavanolleridir (Arts ve ark. 2000a,b). Katesinler hem dogal polifenoloksidaz
substratlar1 olmalart hem de kahverengilesme olayi ile ilgisi olmas1 sebebiyle onemlidir

(Manach ve ark. 2004).

Proantosiyanidinler, C4 ve C8 (ya da C6) arasinda baglar tarafindan baglanan
katesinlerin dimerleri, oligomerleri ve polimerleridir ve kondense taninler olarak
bilinirler. Yogunlagsmis taninler, meyve (iiziim, seftali, elma, armut ve {izlimsii
meyveler), mesrubat (sarap, elma sarabi, ¢cay, bira) ve ac1 ¢ikolatadaki acilik veren tattan

sorumlu oldugu bilinmektedir (Manach ve ark. 2004).

OH
ol OH
OH HO O W
' R1
HO 0] ‘\\\\ ”
R1 ‘v R2
R2 H
OH
A B
Sekil 2.1.1.5.1. Flavanollerin kimyasal yapisi.
Cizelge 2.1.1.5.1. Flavonollerin kimyasal yapisi.
Flavonol (A/B) R1 R2
(+)katesin/(-)epikatesin H OH
(+)katesin galat /(-)epikatesin gallat H O-gallat
(+)gallokatesin/(-)epigallokatesin OH OH
(+)gallokatesin gallat/(-)epigallokatesin gallat OH O-gallat
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2.1.1.6. Antosiyaninler

Antosiyaninler suda coziilebilir pigmentlerdir ve ¢ogu bitki tiiriiniin pembe,
kirmizi, mavi ya da mor renginden sorumlu olan flavonoidlerdir (Castafieda-Ovando ve
ark. 2009). Antosiyanin molekiillerinin sagladig: renkler ilk kez 1939 yilinda Pauling
tarafindan acgiklanmistir. Pauling antosiyaninlerin renk siddetine rezonans yapidaki
flavilyum iyonunun sebep oldugunu ileri siirmiistiir (Wrolstad ve ark. 2005).
Antosiyaninlerin temel yapilar1 antosiyanidinlerdir. Antosiyanidinler (ya da aglikonlar);
bir aromatik halka (A) nin oksijen igeren heterosiklik halkaya (C) baglanmasi ve
yapinin da karbon-karbon baglariyla {igiincii aromatik halkaya (B) baglandig1 yapilardir
(Sekil 2.1.1.6.1) (Konczak ve Zhang 2004). Antosiyanidinler olduk¢a kararsiz
yapilardir.  Antosiyanidinler glikozit yapilarinda bulunduklarinda (bir sekere
baglandiklarinda) antosiyaninler olarak bilinirler (Sekil 2.1.1.6.2) (Castafieda-Ovando
ve ark. 2009). Glikolizasyon antosiyaninlere kararlilik saglar. Baglanma C-3 ve daha sik
olarak da C-5 pozisyonlarinda meydana gelebilir (Mazza ve Miniati 1993, Springob ve
ark. 2003). En yaygin olan glikozil gruplar monosakkaritlerdir 6zellikle de glukoz,
galaktoz, ramnoz ve arabinozdur. Acilleme i¢in ise en yaygin olan acil gruplarn
antosiyaninlere bagli bulunan hidroksisinnamik asitler (6zellikle kafeik, ferulik ve para-
kumarik asitler), alifatik dihidrokarboksilat ve malonik asittir (Williams ve Grayer
2004). Acilleme suda ¢oziilebilirligi arttirir ve enzim katalizli glikozidaz bozunmalarina

kars1 koruma saglayabilir (Springob ve ark. 2003).

Sekil 2.1.1.6.1. Antosiyanidinlerin kimyasal yapisi
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Cizelge 2.1.1.6.1. Antosiyanidinlerin kimyasal yapisi
Antosiyanidin R1 R2
Siyanidin OH H
Delfinidin OH OH
Malvidin OCH; OCH;
Pelargonidin H H
Peonidin OCH; H
Petunidin OH OCHj;

OH

Antosiyanidin

(Aglikon) Glikozit

Antosiyanin

Sekil 2.1.1.6.2. Antosiyanin yapisi

Antosiyaninlerin kararlilign pH, muhafaza sicakligi, kimyasal yapi, miktar, 151k,
oksijen, c¢oziiciiler ve enzimlerin, flavonoidlerin, proteinlerin ve metalik iyonlarin

bulunmasi gibi faktorlerden etkilenir (Rein 2005).

Farkli ¢ozeltiler (asetonitril:su, etanol, propilenglikol, dioksan ve 2-butanon)
icindeki sentetik flavilyum tuzlarinin hem konsantrasyonlarina hem de ¢oziiciiye bagl

olarak renk degistirdigi belirtilmektedir (Ito ve ark. 2002).

Antosiyaninler ¢ozeltinin pH degerine bagli olarak farkli kimyasal yapilarda
bulunabilirler (da Costa ve ark. 1998, Fleschhut ve ark. 2006). pH 1° de flavilyum
katyonu (kirmizi renkli) baskin olan tiirlerdir, kirmizi ve mor renklere katkida bulunur.
pH degeri 2 ile 4 arasinda oldugunda kuinoidal mavi tiirler baskindir. pH 5 ile 6
arasinda oldugunda renksiz iki tiir sirasiyla karbinol pseudobaz ve kalkon incelenebilir.
pH degeri 7 den fazla oldugunda antosiyaninler substiient gruplarina bagli olarak

bozunurlar (Sekil: 2.1.1.6.3). pH degeri 4 ile 6 arasinda oldugunda antosiyaninin dort
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yapisi; flavilyum katyonu, susuz kuinodial baz, renksiz karbinol baz ve acik sar1 renkli
kalkon ayni anda bulunurlar. Kuinodial bazlar ve karbinol arasindaki denge flavilyum
katyonu araciligiyla meydana gelir (Sekil 2.1.1.6.3 D, A ve E yapilan). pH
arttinldiginda, susuz bazin miktan arttiginda ve daha asidik kosullarda baskin tiirler
kirmiz1 flavilyum iyonudur (Cooper-Driver 2001). Notr ortamda aglikon kararlilig
diiger. Aglikonlarin tersine, monoglikozitler ve ¢cogunlukla diglikozitlerin tiirevleri notr
pH ortaminda daha kararhidir. Bu davranis, seker molekiillerinin kararsiz ara iiriinler
olan fenolik asit ve aldehit bilesiklerine bozunmasiyla agiklanir (Fleschhut ve ark. 2006)
(Sekil 2.1.1.6.4)

(D)

Sekil 2.1.1.6.3. Antosiyaninlerin pH degerine bagh kimyasal yapilar1 R1=H ya da
sakkarit, R2 ve R3= H ya da metil (Castafieda-Ovando ve ark. 2009).
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diketon

Sekil 2.1.1.6.4. Antosiyaninlerin bozunma reaksiyonu R1=H ya da sakkarit, R2 ve R3=
H ya da metil (Castafeda-Ovando ve ark. 2009).

Dogada cok fazla sayida ve cesitte antosiyanin vardir. Antosiyaninler arasindaki
temel farklar; hidroksillenmis gruplarin sayisi, yapiya bagli olan sekerlerin sayisi,
molekiildeki seker baglanan aromatik ve alifatik karboksilatlar ve bu baglarin
pozisyonudur (Kong ve ark. 2003). Bitkilerde en yaygin bilinen antosiyadiniler ise

pelargonidin, peonidin, siyanidin, malvidin, petunidin ve delfinidindir (Clifford 2000).

Antosiyanidinin metillenmemis {i¢ glikozit tiirevi (siyanidin, delfinidin ve
pelargonidin) yapraklarin pigmentinde %80, meyvelerde %69 ve ciceklerde %50
bulunma degerleriyle dogadaki en yaygin antosiyanidinlerdir (Dey ve Harborne 1993).
Daha yaygin olan alti antosiyanidinin meyvelerde ve bitkilerdeki dagiliminin %350
siyanidin, %12 delfinidin, %12 pelargonidin, %12 peonidin, %7 petunidin ve %7
malvidin oldugu belirtilmistir. Dogada 3-monositler, 3-biositler; 3,5 ve 3,7-diglikozitler
olan glikozit tiirevleri daha yaygindir ancak en yaygin olan antosiyaninin siyanidin-3-

glikozittir oldugu belirtilmektedir (Sekil 2.1.1.6.5) (Kong ve ark. 2003).



OH
"
(0]

OH

Siyanidin-3-glikozit
Sekil 2.1.1.6.5. Siyanidin-3-glikozit yapisi

Meyvelerde en yaygin bulunan ve katki saglayan alti antosiyanidin vardir.
Bulunma sikliklart bakimindan degerlendirildiginde birinci sirada siyanidin gelmektedir
ve bunu azalan sirayla delfinidin, peonidin, pelargonidin, petunidin ve malvidin
izlemektedir. Ahududu siyanidin ve pelargonidin gibi iki karakteristik aglikon,
yabanmersini meyvesi ise 6nemli miktarda delfinidin, siyanidin, petunidin, peonidin ve
malvidin olmak iizere bes aglikon icermektedir. Antosiyanidin glikozitleri meyveler i¢in
karakteristiktir. Meyveler cogunlukla siyanidin, delfinidin, peonidin, pelargonidin ve
petunidin 3-monoglikozitleri, siyanidin-3-galaktosit, siyanidin-3-arabinosit
icermektedir. Kirmiz1 ahududularda siyanidin-3-sophorosit, siyanidin-3-glikorutinosit,
siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3-rutinosit, pelargonidin-3-sophorosit ve pelargonidin-3-

glikozilrutinosit tayin edilmistir (Boyles ve Wrolstad 1993, Withy ve ark. 1993).
2.1.2. Fenolik Asitler

Fenolik asitler, hidroksibenzoik ve hidroksisinnamik asitler olarak iki guruba

ayrilir.
2.1.2.1. Hidroksibenzoik Asitler

Hidroksibenzoik asitler benzoik asitten tiiremis C6-C1 yapisinda bir fonksiyonel
karboksilik aside sahip fenolik bilesiklerdir. Hidroksibenzoik asitlerin yapisal
farkliliklar1 aromatik halkanin hidroksilasyonundan ve metilasyonundan kaynaklanir

(Macheix ve ark. 1990). Hidroksibenzoik asitler hem serbest hem de esterlesmis
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yapilarda bulunurlar. Bilinen en yaygin hidroksibenzoik asitler; gallik, para-
hidroksibenzoik, vanilik, siringik ve protokatekuik asittir. Hidroksibenzoik asitler
genellikle malik asit ya da tartarik asit gibi alifatik organik asitlerle (Schuster ve
Herrmann 1985) ya da flavonoidler (Winter ve Herrmann 1986) gibi daha biiyiik yapili
fenolik bilesikler ile konjuge bagh sekilde glikozitleri ya da esterleri halinde bulunurlar.
Gallik asit hidrolizlenebilir taninlerin (gallotanninler ve ellagitanninler) temel fenolik

maddesi olup trihidroksil tiirevleridir (Haddock ve ark. 1982, Strack 1997).

Glikozit
R1
0
HO
OH
R2 \
Glikoz ya da Kuinik asit
Ester
Sekil 2.1.2.1.1. Hidroksibenzoik asitler ve tiirevlerinin kimyasal yapist.
Cizelge 2.1.2.1.1. Hidroksibenzoik asitler ve tiirevlerinin kimyasal yapisi
Hidroksibenzoik asitler R1 R2
para-Hidroksibenzoik asit H H
Vanilik asit OCHj; H
Siringik asit OCHj; OCH;
Gallik asit OH OH
Protokatekuik asit OH H
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2.1.2.2. Ellagik Asit

Ellagik asit gallik asitin dimerik kondenzasyon iirtinii (hekzahidroksidifenik asit)

ve dilakton olarak bilinen bitki metabolitidir.

Sekil 2.1.2.2.1. Ellagik asidin kimyasal yapist.

Ellagik asit, ellagik asit glikozitleri ve ellagitannin tiirevlerinden hidrolizle
serbest kalan yapidir. Ellagik asit glikozitleri ellagik asidin 4 pozisyonundaki hidroksile
tek seker molekiiliniin baglandigi yapilardir. (Mullen ve ark. 2002, 2003).
Ellagitanninler, sekerle esterlesen bir ya da daha fazla hekzahidroksifenol grubu iceren
hidrolizlenebilir bilesikler olarak tamimlanir. Ellagitanninlerin yapisal farkliliklar
HHDP birimlerinin sayilarindan, gallol ester gruplarinin konumundan ve glukoz
halkasinin konformasyonundan kaynaklanir (Quideau ve Feldman 1996). Ellagik asit,
HHDP gruplar1 hidrolizlendiginde kendiliginden meydana gelen laktonlasmayla temel
yapidan serbest kalir (Sekil 2.1.2.2.2).

Ellagitannin HHDP Ellagik asit
o)
HO OH HO  OH HO OH HO  OH O OH
hidroliz
00
° o HO °° OoH oo
\Glukoz/ + o
glukoz
Sekil 2.1.2.2.2. Hekzahidroksidifenillerin (HHDP) vasitasiyla ellagitanninlerin

ellagik asite doniisiimii (Quideau ve Feldman 1996).
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Ellagik asit ceviz, cilek, bogiirtlen ve ahududu gibi cesitli meyvelerde bulunur.
Ahududu da serbest ellagik asit, ellagik asit glikozitleri ve ellagitanninler olmak iizere
ic farkli yapida bulunur (de Ancos ve ark. 2000, Hikkinen ve ark 1999b, Rommel ve
Wrolstad 1993a). Ayrica kirmizi ahududularin temel fenolik maddesi oldugu ve fenolik
madde iceriginin %88 ini olusturdugu belirtilmektedir (Hékkinen ve ark. 1999b).
Ahududu da bes ya da alt1 ¢esit ellagik asit glikoziti tayin edilmistir (Mullen ve ark.
2003):ellagik asit 4-asetilksilosit, ellagik asit 4-arabinosit ve ellagik asit 4-
asetilarabinosit (Sekil 2.1.2.2.3) 6rnek olarak verilmektedir. Gidalarda bulunan ellagik
asidin ¢ok az kismi serbest halde bulunur (Zafrilla ve ark. 2001). Ellagik asit miktari
ellagik asit tiirevlerinin asit hidrolizle serbest kalan ellagik asidin esdegerinde verilir
(Daniel ve ark. 1989). Asit hidrolizi sonrasi ellagik asit miktar ¢ilek (630 pg/g),
ahududu (1500 pg/g), bogiirtlen (1500 pg/g), ceviz (590 ug/g) ve yaban mersininde
(120 pg/g) olarak tayin edilmistir. Cilekte ellagik asidin %95,7 degerinde etli kisminda
geri kalan da cekirdeginde bulunmaktadir. Ahududunun ellagik asit iceriginin %87,5
cekirdeginde ve %12,2 etli kisminda oldugu belirtilmektedir.

o

(0] OH
OH
o ol $ o
A
OH
HO HO (0]

(6]
0
(6] OH
—0
b %//OQ/O O O o
OH
HO HO (6]
(6]

0]

O  OH
atat
C stc—ow
HO HO O
0
Sekil 2.1.2.2.3. Ahududu da bulunan ellagik asit glikozitleri. A)Ellagik asit-4-

arabinosit, B)Ellagik asit-4-asetilarabinosit, C)Ellagik asit-4-asetilksilosit
(Mullen ve ark. 2003).
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2.1.2.3. Hidroksisinnamik Asitler

Hidroksisinnamik asitler bitki dokularinda en yaygin bulunan fenolik asitlerdir
(Robbins 2003). Baslica hidroksisinnamik asitler para-kumarik, ferulik, kafeik ve
sinapik asitlerdir. (Sekil 2.1.2.3.1). Hidroksisinnamik asitler dondurma, sterilizasyon ve
fermantasyon gibi islenmis gidalar disinda nadiren serbest halde bulunurken (Manach
ve ark. 2004) cogunlukla kuinik, sikimik ve tartarik asitlerle (Herrmann 1989),
flavonoidler gibi daha biiyiik yapili fenolik bilesiklerle ya da seliiloz, lignin ve protein

gibi bitki yap1 maddeleri ile hidroksiasit esterleri olarak bulunurlar (Clifford 1999,

Scalbert ve Williamson 2000).

Glikozit

\ R1 .
OH
R3 \

Glikoz ya da Kuinik asit

Ester

Sekil 2.1.2.3.1. Hidroksisinnamik asitler ve tiirevlerinin kimyasal yapisi.
Cizelge 2.1.2.3.1. Hidroksisinnamik asitler ve tiirevlerinin kimyasal yapisi.
Hidroksisinnamik asitler R1 R2
para-Kumarik asit H H
Kafeik asit H OH
Ferulik asit OCH; H
Sinapik asit OCH; OCHj;

Hidroksisinnamik asit tiirevi olan kafeik asit hem serbest hem de esterlesmis
olarak bulunur. Cogu meyvenin toplam hidroksisinnamik asit icerigi %75 ve %100
arasinda degisen degeriyle ne fazla miktarda bulunan fenolik asittir. Hidroksisinnamik

asitler olgun meyvelerin dis yiiziinde en fazla miktarda bulunmasina ragmen meyvenin

tiim boliimlerinde bulunur. (Manach ve ark. 2004).
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2.2. BITKILERDE FLAVONOIDLER VE FENOLIK BiLESIKLER

2.2.1. Meyvelerde Bulunan Fenolik Bilesikler ve Flavonoidler

Fenolik bilesikler meyvelerin ya hiicre alti diizeyinde ya da dokularinda
bulunurlar ve meyve igerisinde tamamen dagilmis degillerdir (Macheix ve ark. 1990).
Meyve ve sebze boliimlerinin igeriklerini bilmek islenmis iiriinlerde fenolik bilesik
verimini en iyi sekilde belirlemek i¢in onemlidir (McRae ve ark. 1990, Sapers ve ark.
1983a). Bazi meyvelerin fenolik asit ve flavonoid icerikleri Cizelge 2.2.4.1° de
verilmistir. Fenolik bilesikler biiyiik 6lciide hiicre duvarinda depolanir. Hiicre duvarinda
lignin ve daha basit molekiiller (flavonoidler ve ferulik asit esterleri) biriktirilir ve
bosluklar da ¢oziilebilir fenolik bilesikler ve onlarmn tiirevleri saklamir (ibrahim ve

Barron. 1989, Monties 1989).

Coziilebilir fenolik bilesikler etli meyvelerde dis dokularda (iist ve alt deri
tabakalar1) i¢ dokulardan (posa) oldukga fazla miktarda depolanmaktadir (Macheix ve
ark. 1990). Fenolik bilesiklerin olusumu 1s18a bagli oldugundan fenolik bilesikler
meyvelerin ve {iziimsii meyvelerin kabuklarinda bulunurlar. Bir¢cok meyvede
(kusiiziimii, tiziim, elma, seftali) flavonol glikozitler temel fenoliklerdir ve meyvelerin
yalnizca dig ylizeyinde bulunurlar (Price ve ark. 1999, Wildanger ve Herrmann 1973).
Antosiyaninler ¢ilek, kirmizi ahududu, kuru iiziim/kus iiziimii ve bunlar gibi diger
meyvelerde cogunlukla meyvenin kabuguna yerlesmistir (Macheix ve ark. 1990).
Katesinler ve taninlerde ¢ogunlukla meyvelerin dis dokularinda i¢ dokularindan daha
fazla miktardadir. Ayrica olgun meyvelerin en fazla hidroksisinnamik asitleri 6zellikle
de kafeik asit tiirevleri dis yiizeylerinde bulunur (Herrmann 1989, Macheix ve ark.

1990).

Meyvelerde bulunan hidroksibenzoik asitlerin yerleri ¢cok fazla bilinmemektedir
(Macheix ve ark. 1990). Hidroksibenzoik asitler tiziimde oldugu gibi ya kabukta ya da
karpuz da oldugu gibi meyvenin etinde bulunurlar (Schmidtlein ve Herrmann 1975,

Singleton ve Trousdale 1983). Ellagik asit cilek de %96 meyve etinde, %4 cekirdeginde
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ve kirmizi ahududular %88 cekirdeklerinde %12 meyve etinde ellagik asit icermektedir

(Daniel ve ark. 1989).

Meyvelerde yaygin olarak bulunan fenolik asitler ve flavonoidler Cizelge 2.2.3.1

de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.2.1.1. Meyvelerde bulunan fenolik bilesikler ve flavonoidler

Fenolik Bilesikler Gida Kaynag
Hidroksibenzoik asitler | Protokatekuik asit, gallik asit, | Ahududu, bdogiirtlen,
para-hidroksibenzoik asit cilek, frenk iiztimii

Hidroksisinnamik asitler | Kafeik asit, klorojenik asit, | Yaban mersini, kivi,
kumarik asit, ferulik asit, sinapik | kiraz, armut, elma,
asit elma suyu, liziim
Flavonlar Apigenin, luteolin Greyfurt, portakal ve
limon, kirmizi {iziim,
karpuz, kavun
Flavonollar Kuersetin, kamferol, mirisetin Uziimsii meyveler,
yaban mersini, frenk
tiziimi, kayisi, elma,
siyah {iziim, greyfurt

Flavanonlar Hesperitin, naringenin Greyfurt, portakal ve
limon
Flavan-3-oller Katesin, epikatesin, | Cay, elma, kiraz,
epigallokatesin, epikatesin galat, | armut, kayisi, {iziim,
epigallokatesin galat seftali, bogiirtlen,
elma sarabi
Antosiyaninler Siyanidin, pelargonidin, | Bogiirtlen, ahududu,
peonidin, delfinidin, malvidin frenk {iziimii, yaban
mersini, siyah {iziim,
kiraz, ¢ilek

Kaynak: Crozier ve ark. 2006, Espin ve ark. 2007, Harnly ve ark. 2006, Manach
ve ark. 2004, Robards ve Antolovich 1997, Sakakibara ve ark. 2003, Scalbert ve
ark. 2005.
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2.2.2. Meyvelerin Fenolik Bilesimine Etki Eden Faktorler

Bitkilerin fenolik madde igerikleri genetik faktorlerden ve cevresel kosullardan
etkilenir ve oldukca cesitlilik gosterir. Bitki tiirii, ¢esit, olgunluk, isleme ve muhafaza
etme gibi diger faktorlerde bitkilerin fenolik iceriklerine etki eder (Parr ve Bolwell

2000).

2.2.3. Meyvelerin Biiyiime ve Olgunlasma Siiresince Fenolik Madde

Icerigindeki Degisim

Fenolik bilesik cesitlerinin birikmesi meyvenin fiziksel durumuyla oldukca
ilgilidir ve doniisme ve katabolizmayi i¢in alan daha ileri metabolizma ve biyosentez
arasindaki dengenin sonucudur. Fenolik metabolizmanin en Onemli kontrol
mekanizmalar1 enzimlerin miktar1 ve enzim aktivitelerinin diizenidir (Harborne 1994,

Macheix ve ark. 1990).

Bir¢ok arastirma fenolik bilesiklerin konsantrasyonlarimin genellikle geng
meyvelerde ve dokularda daha yiiksek oldugunu belirtmektedir (Britton 1983, Macheix
ve ark. 1990). Ozellikle antosiyaninler genc filizlerde ve yapraklarda daha fazla

miktarda iiretilmektedirler (Britton 1983).

2.2.3.1. Fenolik Asitler

Kafeik asit, para-kumarik asit ve ferulik asit konsantrasyonlarinda genellikle
kirmiz1 ahududular, frenk tiziimii ve ¢ileklerin gen¢ meyvelerinde yiiksek, olgunlagsma
ve hasat sonrasi depolama sirasinda baslangicta hizlica sonra da daha yavas diisme
gozlenir (Mosel ve Herrmann 1974, Stohr ve Herrmann 1975a,b). Cilekte para-
hidroksibenzoik asit meyve gelisminin son doneminde goriilmektedir (Stohr ve
Herrmann 1975b). Cileklerin ellagik asit icerigi yesil meyvenin etinde kirmizi meyvenin

etinden daha fazladir (Maas ve ark. 1991).
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2.2.3.2. Flavonoidler

Kirmiz1 ve siyah ahududularin toplam fenol ve antosiyanin igerikleri meyve
olgunlastik¢a artar (Wang ve Lin 2000). Yaban mersini ve c¢ay iiziimii meyveleri de
hasat zamam1 daha olgun meyvelere sahiptirler ve toplam fenol ve antosiyanin
konsantrasyonu artar (Prior ve ark. 1998). Benzer sekilde flavonollarin miktar1 6rnegin
kuersetin glikozitler ve 6zellikle mirisetin frenk tizlimiiniin olgunluk zamaninda énemli
derecede artar (Stohr ve Herrmann 1975a). Ekilebilir yaban mersinlerinin mirisetin
icerigi olgun meyvelerde ham meyvelerden daha yiiksektir. Buna karsin cogu meyvenin
(kirmiz1 ve beyaz frenk iiziimleri, visne, ekilebilir yaban mersini, miirver) kamferol ve
kuersetin glikozit konsantrasyonlar1 olgun meyvelerde ham meyvelerden daha diisiiktiir
(Stohr ve Herrmann 1975a). Ayrica, bogiirtlen ve cilek gibi olgun meyvelerde toplam
fenol konsantrasyonu onemli derecede diiser (Wang ve Lin 2000). Cileklerin ve kirmizi
ahududularin flavan-3-ollerin konsantrasyonlar1 biiyiime ve gelisme siiresince diiger

(Mosel ve Herrmann 1974, Stohr ve Herrmann 1975b).

2.3. UZUMSU MEYVELERIN TANIMI

Uziimsii meyveler denildigi zaman daha cok iiziim, (Vitis), ¢ilek (Fragaria),
ahududu ve bogiirtlen (Rubus), frenk iiziimii ve Bektasi iiziimil (Ribes), bataklik yaban
mersini (Vaccinium), kusburnu (Rosa) gibi tiirler akla gelmektedir. Uziimsii meyve
tanimim tam olarak tarif etmek miimkiin olmamaktadir. Ciinkii bu gruba giren biitiin
cinsleri bir arada simgeleyen bir 6zellik bulunmamaktadir. Botanik anlamda iiziimsii
meyveler yar1 calims1 ya da calimst bitkilere sahip, yumusak etli, sulu, ¢cogu kez kiigiik,

yenebilen meyveleri olan bitkiler olarak tarif edilmektedir (Agaoglu 1986).

2.3.1. Ahududu ve Bogiirtlen

Ahududu (Rubus idaeus 1.) ve bogiirtlen (Rubus fruticosus L.) meyveleri
Rosaceae familyast Rubus cinsine aittirler. Ahududu yaz ve sonbahar mevsiminde
kirmizi renkli ve tatli meyveler veren bir bitki tiiriidiir. Bogiirtlen de ciceklenme

genellikle mayis ayinda baslayip agustos ayina kadar devam etmektedir. Ahududu ve
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bogiirtlen cogu iklim kosullarinda yetistirilebilseler de, i1liman, nemli ve asitli
topraklarda daha iyi gelisirler. Ulkemiz de ahududu ve bogiirtlen tiirlerinin yetistirilme
sinirlart igerisindedir. Ahududu ve bogiirtlen Tiirkiye’de 6zellikle Karadeniz Bolgesi ve

Bursa’da yetismektedir.

Ahududu (Rubus idaeus L..) | Bogiirtlen (Rubus fruticosus L.)

Sekil 2.3.1.1. Ahududu ve bogiirtlen meyveleri

Uziimsii meyveler grubunda yer alan ahududu ve bogiirtlenler kendilerine 6zgii
cezp edici renk ve tat aromasi, yap1 ve kokusu ile tiikketim yaninda gida endiistrisinde
cok cesitli kullamim alanlar1 bulmaktadir. Yiiksek oranda su ihtiva eden tagima ve
depolanmaya uzun siire dayanamayan ahududu ve bogiirtlenlerin taze tiikketimi her
zaman miimkiin degildir. Bu sebeple ¢ok cesitli sekillerde; taze tiiketimi olmakla
birlikte konserve, recel, marmelat, pasta, dondurma, seker, yogurt, meyve suyu, likor
gibi cesitli sekillerde tiiketilmektedir. Bu nedenle 6teki meyveler arasinda ¢ok 6zel bir
yere sahiptirler (Pehluvan ve Giileryiiz 2000). Ayrica ahududu ve bogiirtlenler
biinyelerinde bulundurduklart bazi pigmentler, fenoller, flavonlar, flavonoidler ve
vitaminler ve liflerin diger meyve tiirlerinden konsantrasyon bakimindan ¢ok yiiksek

olduklar belirtilmektedir.

2.3.2. Tiirkiye de Ahududu ve Bogiirtlen Yetistiriciligi

Uziimsii meyveler konusu iilkemiz icin cok yenidir. Ancak son yillarda gittikce
artan bir 6nem kazanmustir. Uziimsii meyveler diinyada cok sevilen, cok tiiketilen ve
cesitli sekillerde degerlendirilen meyve tiirleridir. Tiirkiye bu tiirlerin dogal yayilma
alanm i¢inde bulunmakta, hemen biitiin bolgelerde bir veya birkag tiire rastlanmaktadir

(Agaoglu 1986, Onur ve ark. 1999). Her yil diizenli iiriin vermeleri ve
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yetistiriciliklerinin kolay olmasi nedeniyle tarim isletmelerinin degerli birer
tamamlayic1 bitkileridirler. Meyve suyu yapiminda, derin dondurulma ve konserve
yapiminda kullamilmalari; ev ve kiiciik bahge isletmelerinde taze olarak satig
imkanlarinin da bulunmasi, bunun yaninda biiyiik isletmelerde endiistriye yonelik
biiyiik Olciide yetistirilebilmeleri bakimindan cok ©Onemli bir bitkiler grubunu
olusturmaktadirlar. Hasattan sonra saklanmalar1 diger meyvelere oranla zor ve uzun
miiddet soguk depolarda muhafazalar1 miimkiin olmamakla beraber; endiistride biiyiik
alict kesimine sahip olmasi nedeniyle pazarlanmalarinda Onemli sorunlar
cikmamaktadir. Alkolliil ickiler, meyve suyu ve konserve fabrikalari, recel, marmelat,
jole, seker, pasta, dondurma, misir gevrekleri ve kurutma endiistrileri ile meyveli yogurt
ve meyve c¢ayl {lreten isletmeler gibi bircok sanayi kurulusuna hammadde

vermektedirler.

Uziimsii meyveler i¢ ve dis ticaret acisindan siirekli talep goren ve yiiksek fiyatla
satilabilen tiirlerdir (Onur 1996). Tiirkiye'de {iziimsii meyvelerin yetistiriciligi sosyo-
ekonomik agidan da cok onemlidir. Ozellikle gelir diizeyi diisiik ve ¢ok go¢ veren Dogu
Anadolu, Karadeniz ve i¢ Anadolu Bolgelerinde yetistirilebilirler. Uziimsii meyvelerin
yetismesi i¢cin optimum kosullara sahip iilkemizde cilek disindaki iiziimsii meyveler

giiniimiizde heniiz ekonomik bir diizeye erisememislerdir.

Ulkemizde, ¢ilek disinda iiretim istatistikleri saptanan ikinci iiziimsii meyve tiirii
ahududu'dur. Ik defa 1995 yilinda bu tiir ile ilgili bilgiler toplanmis ve resmi kayitlarma
girmistir. 1980'li yillarda Bursa ve civarinda ahududu fidanlan ile kiiciik capta baglayan
tiretim daha sonra yorenin ekolojik kosullarinin olaganiistii olmasi nedeniyle hizli bir
artis gOstermistir. Siiphesiz bu hizli artista, yorede mevcut tarima dayali sanayinin
gelismis olmasi ve dolayisi ile iiretilen iiriiniin kolayca degerlendirilebilmesine olanak
saglamasi da biiyiik rol oynamistir. Yaklagik 10-15 yil 6nce ahududu ile baslayan iiretim
yaklagik 1600 tona ulagmistir. Son yillarda bogiirtlen ile de kapama bahgeler
kurulmaktadir. Elde edilen iiriiniin biiyiik bir ¢ogunlugu ihra¢ edilmektedir. Sadece
Almanya'nin ahududu meyvesine olan talebi yilda ortalama 15.000 tondur. Avrupa' daki
diger tiiketici iilkeler dikkate alindiginda iiztimsii meyvelerin biiyiik bir ihra¢ potansiyeli

oldugu goriilmektedir. Avrupa iilkelerinin el emegi gerektiren tarimsal faaliyetlerden
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iscilik iicretlerinin pahali olmasi nedeniyle giderek kacindigi ve ihtiyaglarim ihracat
yoluyla karsilamak istedigi diistiniiliirse iilkemizde iiziimsii meyvelerin yetistiriciligi
ulusal ekonomimiz icin biiyiikk 6nem tagimaktadir (Kaplan ve ark. 1999). Dolayisiyla
Tiirkiye uluslar arasi ahududu ve bogiirtlen pazarindan pay alabilecek potansiyele
sahiptir. iklim ozellikleri ve meyvelerin hassasiyeti geregi 6nemli bir faktor olan pazara

yakinlik en 6nemli avantajidir.

Ahududu'nun 1995 yilindan 2002 yilina kadar iilkemizdeki iiretim alani ve
iiretim miktarlarmin degisimi Cizelge 2.3.2.1° de gosterilmistir. Istatistiki rakamlarin
incelenmesinden de goriilecegi gibi, iiretim alanlarinda son yillarda bir azalma dikkati
cekmektedir. Baslangictaki yiiksek degerler daha sonraki yillarda siirekli bir azalig
gostermistir. Uretim miktarindaki degisim de ayni sekilde olmakla beraber verimde

nispeten bir artig gézlenmistir (Agaoglu 2003).

Cilek ve ahududu disinda kalan diger tiziimsii meyvelerin iiretimi su asamada
yok denecek kadar az oldugundan, resmi belgeler tarafindan bir veri toplanamamistir.
Tiirkiye geneli iiziimsii meyveler ihracat kayitlarinda ¢ilek ve ahududu tiirleri diginda
taze, dondurulmus ve islenmis bogiirtlen, frenk {iziimii, bektasi iiziimii gibi tiirler

bulunmaktadir. (Kaynak: http://www.uzumsu.com)

Cizelge 2.3.2.1. Ahududu iiretimi ve alanlarinin iilkemizde yillara gére dagilimu ile
verimliligin degisimi

Yil Uretim (Ton) Verim (1kg icin deger)
1995 1.319 376,9
1996 1.969 545.,4
1997 1.975 554,8
1998 1.700 507,5
1999 1.780 565,1
2000 1.800 571,4
2001 1.840 566,2
2002 1.850 569,2

KAYNAK:http://www.uzumsu.com.
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Giliniimiizde tarima dayali sanayi ve Ozellikle gida sanayiindeki biiyiik
gelismeler, {iiretilen her tiirli meyve ve sebzenin degerlendirilmesine imkan
saglamaktadir. Bu nedenle, hasattan sonra saklanmalar giic olan meyve ve sebzelerin
degerlendirilmesindeki bu gelismeler, iiziimsii meyvelerin de yetistiriciliginin
gelismesinde biiyiik bir gii¢ olmustur. Uziimsii meyvelerin gida sanayiinde taze ve/veya
dondurularak kullaniminin ¢esitlenmesi ve 6zellikle siit iiriinleri endiistrisi, dondurma
tireticileri, sekerleme ve pasta iireticileri agisindan dneminin artmasi nedeniyle; iizlimsii
meyveler bu sektdrde taze, piire edilmis, surup veya su olarak diizenli bir sekilde
tiikketilmektedir. Onde gelen sekerleme, pasta iireticileri giiniimiizde ¢ok miktarda
iziimsli meyve kullanmaktadirlar. Gelecekte, tiiketicilerin hazir gidalara ve kolayliga
olan talebinin artmasi ile birlikte hi¢ kuskusuz ki tiziimsii meyveler gida sanayiinde

daha cok kullanilacaktir (KAYNAK:http://www.uzumsu.com).

2.3.3. Uziimsii Meyvelerde Bulunan Fenolik Asitler ve Flavonoidler

Uziimsii meyveler 6zellikle flavonoid ve fenolik asitler igerigiyle nemli fenolik
madde kaynaklaridir. Bir tiir igindeki fenolik bilesiklerin ¢esitliligi ve miktar1 ayn1 tiir
icerisinde cesitler arasindaki farkliliklarindan (Amiot ve ark. 1995, Bilky ve Sapers
1986, Maas ve ark. 1991, Prior ve ark. 1998, Schuster ve Herrmann 1985) yetisme
kosullarindan (Dixon Paiva 1995, Macheix ve ark. 1990) yontemsel farkliliklardan
(Hertog ve ark. 1992a, Heinonen ve ark. 1998, Hollman ve Venema 1993) ve
meyvelerin olgunluk durumundan (Amiot ve ark. 1995, Prior ve ark. 1998, Starke ve

Herrmann 1976, Stohr ve Herrmann 1975b) kaynaklanir.

Uziimsii meyvelerin temel fenolik bilesik grubunu antosiyaninler olusturur.
Fenolik asitlerin ve flavonoidlerin igerigi yaban mersini, frenk iiziimii, kizilcik, cilek ve
kirmizi ahududu meyvelerinde arastirlmistir (Cizelge 1.3.3.1). Genellikle, iiziimsii

meyvelerde flavonoller flavan-3-oller den daha fazla miktarda bulunmaktadir.

Yaban mersini (Vaccinium myrtillus) fenolik madde icerigi en zengin olan
liziimsii meyvelerden biridir. Yaban mersini meyvesinin temel fenolik maddesi

antosiyanindir ve meyve bilesimin %75 den fazlasim olusturmaktadir (Kdhkonen ve
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ark. 2001, Matta-Riihinen ve ark. 2004). Hidroksinnamik asit igeriginin 113-231 mg
klorojenik asit/100 g 6rnek, hidroksibenzoik asit igeriginin 3-6 mg gallik asit/100 g
ornek ve flavonol iceriginin ise 54-130 mg rutin/100 g ornek degerinde oldugu

belirtilmistir. (Kdhkonen ve ark. 2001).

Yiiksek boylu yaban mersini (Vaccinium corymbosum) igin toplam fenol
degerinin 115-191 mg gallik asit/100 g taze agirlik arasinda (Taruscio ve ark. 2004) ve
antosiyanin miktarinin ortalama 100 mg/100 g taze agurhk degerinde oldugu
bildirilmistir (Kalt ve ark. 2001). Alcak boylu yaban mersininin (Vaccinium
angustifolium) yiiksek boylu yaban mersini ile karsilagtirildiginda daha fazla miktarda
toplam fenol icerigine sahip oldugu (376 mg gallik asit/100 g 6rnek) bulunmustur (Kalt
ve ark. 2001). Ayrica, klorojenik asidin yiiksek boylu yaban mersini ve al¢ak boylu
yaban mersini meyvelerinin temel fenolik asidi oldugu belirtilmistir (Gao ve Mazza

1994, Schuster ve Herrmann 1985).

Yaban mersini meyvelerinin fenolik made igerigini antosiyaninler (Hong ve
Wrolstad 1990, Kidhkonen ve ark. 2001), flavanollar (Taruscio ve ark. 2004), flavonollar
(Yan ve ark. 2002), fenolik asitler (Zuo ve ark. 2002) ve proantosiyanidinler (Foo ve
ark. 2000) olusturmaktadir. Temel aromatik asitleri ise benzoik asit (470 mg/100 g taze
ornek), para-kumarik asit (25 mg/100 g taze ornek), sinapik asit (21 mg/100 g taze
ornek ), kafeik asit (15 mg/100 g taze 6rnek), ferulik asit (9 mg/100 g taze ornek) ve
vanilik asittir (9 mg/100 g taze 6rnek) (Zuo ve ark. 2002). Avrupa yaban mersinlerin
flavanol igeriginde 2,4-8,2 mg/100 g taze 6rnek katesin ve 0,7-11,9 mg/100 g taze ornek
epikatesin bulunmaktadir (Matta-Riihinen ve ark. 2004, Taruscio ve ark. 2004).
Amerikan yaban mersinlerinde miktarsal olarak flavanol miktar1 belirtilmemesine

ragmen katesin ve epikatesin tayin edilmistir (Prior ve ark. 2001).

Frenk tiztimii (Ribes nigrum L.) meyve suyu, recel ve meyve yogurdu iiretimi
icin ticari olarak yetistirilir (Shahidi ve Naczk 2004). Frenk iiztimiinde en fazla miktarda
bulunan fenolik maddenin antosiyanin oldugu ve degerinin 156-319 mg siyanidin-
glukozit/100g 6rnek araliginda oldugu belirtilmektedir (Moyer ve ark. 2002). Meyvenin

temel antosiyaninleri siyanidin-3-glukozit, siyanidin-3-rutinosit, delfinidin-3-glukozit
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ve delfinidin-3-rutinositt tir (Mazza ve Miniati 1993). Frenk iiziimiinde en fazla
miktarda bulunan flavonol mirisetindir (8,9-24,5 mg/100 g taze ©Ornek) ve bunu
kuersetin (5,2-12,2 mg/100 g taze 6rnek) ve kamferol (0,9-2,3 mg/100 g taze 6rnek)
izlemektedir (Mikkonen ve ark. 2001). Hidroksisinnamik asit tiirevleri 58-93 klorojenik
asit/100 g kuru agirlik ve hidroksibenzoik asit tiirevlerinin ise 6-12 mg gallik asit/100g
kuru agirlik olarak bulunmustur (Kéhkonen ve ark. 2001). Temel hidroksisinnamik
asitlerinin kaferik asit, para-kumarik asit; hidroksibenzoik asitlerinin ellagik, gallik,
para-hidroksibenzoik ve vanilik asit oldugu belirtilmistir (Hékkinen ve ark. 1999a,
Sellappan ve ark. 2002).

Cilek (Fragaria spp.) icin temel fenolik maddeler antosiyaninler ve
ellagitanninlerdir. Toplam fenol degeri gallik asit esdegeri 160 mg/100 g taze Ornek
olarak bulunmustur (Sun ve ark. 2002). Kidhkonen ve ark. (2001) yaptiklar1 calismada
kuru agirlik olarak toplam fenol degerini ellagik asit esdegerinde 1600-2400 mg/100 g,
antosiyanin degerini siyanidin-3-glukozit esdegerinde 184-232 mg/100 g ve ellagitannin

degerini ellagik asit esdegerinde 81-184 mg/100 g olarak tayin etmislerdir.

Bogiirtlenin temel fenolik maddesini 75-225 mg siyanidin-3-glukozit/100 g taze
ornek degeriyle antosiyaninler olusturdugu bilinmektedir (Fan-Chiang ve Wrolstad
2005, Siriwoharn ve Wrolstad 2004). Temel antosiyanin siyanidin-3-glukozit oldugu
ayrica siyanidin-3-glukozit, siyanidin-3-rutinosit ve siyanidin-3-ksilozil in malik asit
esterlerinin de bulundugu belirtilmistir (Fan-Chiang ve Wrolstad 2005). Bogiirtlenin
(Rubus sp.) fenolik madde iceriginin 383-844 mg gallik asit/100 g taze 6rnek degerinde
oldugu belirtilmistir (Fukumoto ve Mazza 2000, Moyer ve ark. 2002, Sellappan ve ark.
2002, Siriwoharn ve Wrolstad 2004). Yapilan ¢ok sayida calisma bogiirtlende sinamik
asitler: para-kumarik, kafeik, ferulik, klorojenik, ve kuinik asitler ve hidroksisinnamik
asitlerin glukoz esterleri bulunur (Mosel ve Herrmann 1974, Schuster ve Herrmann
1985), antosiyaninler, flavonollar, flavanoller ve ellagitanninlerin bulundugunu
gostermektedir. Bogiirtlen meyvelerinde temel ellagitannin Sanguiin H-6 dir (Clifford
ve Scalbert 2000). Bogiirtlen de bulunan baslica flavonoller kuersetin ve kamferol

glikozitleridir (Bilky ve Sapers 1986). Flavanoller ise glikoz degil serbest halde
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bulunurlar. (-)-Epikatesin bogiirtlenin temel flavanoludur ve ardindan da (+)-katesin

gelir (Arts ve ark. 2000a, Mosel ve Herrmann 1974).

Ahududu (Rubus idaeus) meyvesinin fenolik madde miktarinin kuru 6rneklerde
2390-2990 mg gallik asit/100 g (Kéhkonen ve ark. 1999, 2001) ve taze drneklerde 193-
359 mg gallik asit/100g oldugu bulunmustur (Anttonen ve Karjalainen 2005).
Ahududunun yiiksek miktarda hidroksibenzoik (para-hidroksibenzoik protokatekuik,
vanilik, gallik ve siringik asit), hidroksisinnamik (para-kumarik, kafeik ve ferulik asit)
asitler (Rommel ve Wrolstad 1993b) ile flavonol (kuersetin, kamferol ve mirisetin)
(Hakkinen ve ark. 1999b, Rommel ve Wrolstad 1993c¢) ve flavan-3-ol ((+)-katesin ve (-
)-epikatesin) (Rommel ve Wrolstad 1993b) icerdigi bilinmektedir Ayrica, ellagik asidin
ahududu meyvesinin temel fenolik maddesi oldugu ve meyve bilesiminin %88 nin
ellagik asitten olustugu belirtilmistir (Hdkkinen ve ark. 1999a, Rommel ve Wrolstad
1993a).
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Cizelge 2.3.3.1. Baz1 iiziimsii meyvelerin flavonoid ve fenolik asit igcerikleri (mg/kg

kuru agirlik)
Flavonoidler (mg/kg taze agirhk)
Kamferol | Kuersetin | Mirisetin Antosiyanin Flavan-3-ol
(Toplam) (Toplam)
Mavi yemis 0 24-160 9-69 626-4840 11-70
Yaban mersini 0 32-37 0-37 2990 -
Frenk iizimii <0,1-10 33-68 41-55 2350 3-12
Kirmizi kus liziimii 0,1-2 2-27 <0,1 119-186 4-36
Beyaz kus iiziimii 0,2-2 3-28 <1 - 4-13
Kizileik 0-3 104-250 11-249 577-1720 577-1720
Bektasi tiziimii 0 <0,1 0 - 15-36
Kirmizi yaban <1-5 34-210 0 322 -
mersini
Kirmizi ahududu <0,1 8-29 0 230-9950 32-480
Cilek 5-12 6-8,6 - 786-3851 6-126
Fenolik asitler (mg/kg taze agirhk)
para- Kafeik | Ferulik para- Gallik | Ellagik
Kumarik asit asit Hidroksibenzoik asit asit
asit asit
Mavi yemis 6-20 1860- 13-14 5-6 3-7 -
2090

Yaban mersini - - - - - -
Frenk iizimii 20-44 68-84 18-24 4-13 4-13 4-11
Kirmizi kug tiziimii 5-15 3-8 1-3 9-13 3- -
Beyaz kus iiziimii - - - - - -
Kizileik 42 - - - - 120
Bektasi tiziimii 12-15 10-19 2-11 2 9-14 -
Kirmizi yaban - - - - -
mersini
Kirmizi ahududu 6-25 4-10 3-17 15-59 19-38 19-38
Cilek 7-27 <0,5-7 2 10-36 1-44 90-402

KAYNAK: Arts ve ark. 2000a, Bilyk ve Sapers 1986, Daniel ve ark. 1989, Heinonen
ve ark. 1998, Herrmann 1992, Hertog ve ark. 1992a, Hertog ve ark. 1992b, Hollman ve

Venema 1993, Justesen ve ark. 1998, Kumpulainen ve ark. 1999, Lees ve Francis 1972,
Linko ve ark. 1983, Mosel ve Herrmann 1974, Prior ve ark. 1998, @ydvin 1974, Sapers

ve ark. 1983b, Schuster ve Herrmann 1985, Starke ve Herrmann 1976, Stohr ve

Herrmann 1975a, Stohr ve Herrmann 1975b, Torre ve Barrit 1977, Wang ve Lin 2000,
Wildanger ve Herrmann 1973.
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2.4. ANALITIK METOTLAR

Giiniimiizde bitkilerde ve bitki kaynakli gidalarda bulunan fenolik bilesiklerin
analizi i¢in yapilmis ¢aligmalar bulunmaktadir (Harborne 1989, Harborne 1998, Lee ve
Widmer 1996, Macheix ve ark. 1990, van Sumere ve ark. 1978, Waterman ve Mole
1994). Ham ya da islenmis gidalardaki fenoliklerin analizi ekstraksiyon islemi ile baglar

( Sekil 2.4.1).

% Bitkiler
S ve
WL\M gidalar
U e Santrifiijleme
[ On islem ¢ Fltrasyon
¢ Homojenizasyon
4 ] , N
® Dogrudan ekstraksiyon
®  Sivi-sivi ekstraksiyon
[ Ekstraksiyon e (Coziicii ekstraksiyonu
4 ® Soxhlet
e Matriks-kati faz ekstraksiyonu
ﬂ e Kati-faz mikro-ekstraksivonn )
>
Temizleme ¢ Kolon kromatografisi
1 e Kati-faz ekstraksiyon
L ’ -
Enstriimentaliz analizler * Gaz Kromatograf%S}
¢ Sivi Kromatografisi
\ ,\ e Digerleri

Sekil 2.4.1. Bitkilerde ve gidalarda bulunan fenolik bilesiklerin tayin yontemleri

Ekstraksiyon islemi gidanin ¢esidine, tayin edilmek istenen fenolik bilesiklere ve
kullanilan analitik metoda baglidir (Lee ve Widmer 1996). Ekstraksiyon isleminde ilk
basamak olan gidanin ezilmesi, preslenmesi ya da ogiitiilmesi gidanin yiizey alanini
arttinr ve boylece gidanin ekstraksiyon c¢ozeltisiyle daha iyi etkilesmesini saglanir
(Waterman ve Mole 1994). Fenolik bilesiklerin ¢cogu glikozitleri ya da esterleri olarak

bulundugu icin, 6rnek hazirlama islemi asidik, bazik ya da enzimatik hidroliz icererek
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fenolik bilesikleri serbest hale getirir. Eger fenolik bilesikler tiirevleri olarak tayin

edilmek istenirse hidroliz basamagi uygulanmaz.

2.4.1. Ekstraksiyon ve Hidroliz islemleri

Bitkilerdeki fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu kimyasal yapilarindan, uygulanan
ekstraksiyon metodundan, muhafaza siiresi ve kosullarindan ve girisim yapan
maddelerin bulunmasina kadar pek cok faktorden etkilenir. Bitkilerde bulunan fenolik
bilesikler basit fenoller, fenolik asitler (hidroksibenzoik ve hidroksisinnamik asit
tiirevleri), kumarinler, flavonoidler, stilbenler ve ligninleri olmak iizere oldukca genis
bir aralik icermektedir (Shahidi ve Naczk 2004). Bu fenolik bilesikler karbonhidratlarla,
proteinlerle ya da diger bitki bilesenleriyle komplekslesmis olarak; yiliksek molekiil
agirlikli fenolikler ve c¢oziinebilir komplekleri olarak bulunabilirler. Dolayisiyla
bitkilerin fenolik ekstraktlar1 kullanilan ¢oziicii sitemi igerisinde c¢oziinebilen farkli
fenolik simiflar icermektedir. Ekstraksiyon islemine ilave edilen basamaklarla tayin
edilmek istenmeyen fenolikler, vakslar, yaglar ve terpenler gibi fenolik bilesik olmayan
maddeler uzaklastirilabilir. Aside dayali kat1 faz ekstraksiyon teknigi ve fraksiyonlama
islemi istenmeyen bu maddelerin uzaklastirilmasi i¢in yaygin olarak kullanilir (Robbins

2003).

Fenolik bilesiklerin  ¢Oziiniirliigi  ¢oziiciiniin  polaritesine, fenoliklerin
polimerizasyon derecesine ve diger bilesiklerle olan etkilesimine gore degisir.
Dolayisiyla bitkideki biitiin fenoliklerin ya da belirli simif fenolik maddelerin
ekstraksiyonu i¢in tek bir metottan soz edilemez. Metilalkol, etilalkol, aseton, su, etil
asetat, az miktarda kullanilan propanol, dimetilformamid ve bunlarin birlesimleri
fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in siklikla kullanilir (Antolovich ve ark. 2000).
Ekstraksiyon siiresinin 1 dakikadan (Price ve Butler 1977) 24 saate (Cork ve
Krockenberger 1991, Maxson ve Rooney 1972) kadar degistig§i ve daha uzun
ekstraksiyon siiresinin ¢Oziicli sistemine indirgeyici reaktifler eklenmediginde

fenoliklerin oksidiyonunu arttirdigi belirtilmistir (Khanna ve ark. 1968).
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2.4.1.1. Fenolik asitler

Bitkilerde bulunan fenolik asitlerin ekstraksiyonu i¢in en yaygin kullanilan
coziiler; etil asetat (Azar ve ark. 1987, Fernandez de Simo6n ve ark 1990,1992), dietil
eter (Ferndndez de Simoén ve ark 1990,1992), metanol ya da sulu metanoldiir (Kuninori
ve Nishiyama 1986, McRae ve ark. 1990, Tomas-Lorente ve ark. 1992). Fenolik
asitlerin analizi i¢in B-glukosidaz (Kanes ve ark 1993) ve hidrosinnamoil-quinat esteraz
(Goupy ve ark. 1990) enzimleri ile hidroliz yapilabilmektedir. Ancak fenolik asitlerin
tayini icin asidik ya da bazik hidroliz daha yaygin kullanilmaktadir (Lee ve Widmer
1996).

Asit hidrolizi 6rnegin HCl ile 2 saat ya da fazla siirede 1sitilmasiyla yapilmistir
(Kuninori ve Nishiyama 1986). Benzoik ve sinamik asit esterlerinin baz hidrolizi oda
sicakliginda 4-24 saat (Seo ve Morr 1984) ya da azot gazi ortaminda 60 °C de 90 dakika
NaOH ile muamele edilerek yapilmistir (Kuninori ve Nishiyama 1986). Rommel ve
Wrolstad (1993a) ahududu meyve suyunun fenolik bilesimini (ellagik asit,
hidroksibenzoik asitler, hidroksisinnamik asitler, flavonollar ve flavan-3-oller) tayin
etmek icin ornege asit (HCl) ve baz (NaOH) hidroliz uygulanmistir. Meyve suyunun
asit ve baz hidrolizinin benzer fenolik icerige sahip oldugu bulunmustur. Hollman ve
Venema (1993) iiziimsii meyvelerde (cilek, bogiirtlen ve ahududu) bulunan ellagik
asidin, farkli HCl ve sulu metanol miktarlarim birlikte kullanarak farkli hidroliz
zamanlarinda analizini yapmustir. Ellagitanninlerin hidroliz 6zelliklerinin tiziimsi
meyvelerde farklilik gosterdigini optimum kosullarin %72,5 sulu metanol igerisinde 3,5

M HCI 4-8 saat hidroliz ile saglandigini belirtmistir.

Krygier ve ark. (1982) oda sicakliginda metanol-aseton-su (7:6:7, v/v/v)
karisimlarint kullanarak yag tohumundan serbest ve esterlesmis fenolik asitleri ektrakte
etmislerdir. Daha sonra da sulu fazda bulunan esterlesmis fenolik bilesiklerin serbest
hale ge¢mesi icin ekstrakt azot gazi ortaminda 4M NaOH ile muamele edilerek elde
edilen bazik ekstrakt dietil eter ile ekstrakte edilmistir. Alkali hidrolizin
hidroksisinnamik asit tiirevlerinde onemli derecede kayiplara sebep oldugu belirtilmistir

(Krygier ve ark. 1982) Yapilan bagka bir caligmada ise bazik hidroliz esnasinda ortama



34

eklenen askorbik asit (%1) ve etilendiamintetraasetik asidin (10 mM) fenolik asitlerin
bozunmasini engelledigi bulunmustur (Nardini ve ark. 2002). Ayrica fenolik bilesiklerin
ekstrasiyon islemi i¢in farkli miktarda su iceren etanol, aseton ve kloroform c¢oziicii

karisimlart da kullanilmaktadir (Antolovich ve ark. 2000).

Ligninler ve hidrokisisinnamik asitler hiicre duvar fenolikleri olarak bilinirler
ve cesitli hiicre bilesenlerine bagli olarak bulunurlar (Baucher ve ark. 1998, Wallace ve
Fry 1994). Hiicre duvar fenoliklerinin ekstraksiyonu i¢in ardigik alkali hidroliz metodu
gelistirilmistir (Hartley ve Morrison 1991, Rodriguez-Arcos ve ark. 2002). Ilk olarak
hiicre duvar1 materyali bitki dokusundan izole edilir ve daha sonra 0,1 M NaOH (1 saat,
25°C), 0,1 M NaOH (24 saat, 25°C), 1 M NaOH (24 saat, 25°C), ve 2 M NaOH (24 saat,
25°C) ile sirasiyla ekstrakte edilir. Her alkali ekstrakti pH<2 olacak sekilde HCI ile
asitlendirilir ve serbest fenolik bilesikleri elde etmek i¢in ii¢ kez etil asetat ile ekstrakte

edilir.

Yapilan caligmalarda fenolik bilesiklerin asit ya da baz hidrolizle ekstrakte
islemlerinde miktar, siire ve sicaklik gibi farkli uygulamalarin yapildigi goriilmektedir.
Genel olarak meyvelerden ya da diger bitkilerden fenolik maddeler miktarsal
degerlendirildiginde ekstraksiyon ve hidroliz kosullar1 optimize edilmelidir (Lee ve

Widmer 1996).

RI Rl
0
Glikozit—0O Glikosit 0
O— Glikoz o= 0 \
a da o Glikoz
R y
Kuinik asit R3 yada
Kuinik asit
Sekil 2.4.1.1.1. Hidroksibenzoik ve hidroksisinnamik asit glikozitleri ve

esterlerinin yapisi
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2.4.1.2. Flavonoidler

Bitki ve gida orneklerinin flavonoid analizinde ¢oziicii ekstraksiyonu, sivi-sivi
ekstraksiyon, sokslet ekstraksiyonu ve kati faz ekstraksiyonu, kati-faz mikro-

ekstraksiyonu ve matriks-kati faz ekstraksiyonu teknikleri kullanilmaktadir.

Flavonoidler bitkilerden genellikle metanol, etanol, su, aseton, dimetilformamit
ya da bunlarin birlesimleri kullanilarak ekstrakte edilirler (Robards ve Antolovich
1997). Flavonoidlerin analizinde baz1 durumlarda c¢oziiciilerin asitlendirilmesi
gerekebilir (Hertog 1994, Robards ve Antolovich 1997). Flavonol glikozitlerin ¢ogunun
referans maddeleri olmadigi icin kantitatif analizlerini yapmak zordur. Yapilan
calismalarda meyvelerde 30 dan fazla farkli flavonol glikozitin tayin edildigi
belirtilmektedir (Macheix ve ark. 1990). Gidalarda bulunan flavonollarin miktar
tayininde flavonol glikozitlerin aglikonlaria doniistiiriilmesi pratik olarak 6nerilen bir
metottur (Hertog 1994, Robards ve Antolovich 1997). Flavonoid aglikonlarin HCI ile
asitlendirilmis sulu metanol ekstraksiyon ve hidroliz yontemi meyvelerin ve sebzelerin
analizinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Ewald ve ark. 1999, Justesen 1998). Yapilan
bir caligmada flavonoidler bitkiden %62,5 (v/v) su-metanol karisimi kullanilarak
ekstrakte edilmistir. Ekstrakt 6 M HCl ile 1:4 oraninda asitlendirildikten sonra azot gazi
ortaminda 90°C de 2 saat tutulmasiyla flavonoid glikozitlerin hidrolizinin
gerceklestirildigi belirtilmistir (Mattila ve ark. 2000). Glikozitlerin asit/alkali hidroliz
hizlar1 kullanilan asit/baz giiciine, sekerin yapisina ve sekerde bulunan flavonoid

cekirdeginin pozisyonuna baghdir.
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OH
OH
OH
Glikozit
Glikozit
Sekil 2.4.1.2.1. Flavonoid glikozitlerden kuersetin-3-4’-O-diglikositin hidroliz

yapisi
Gidalarda yapilan antosiyanin analizlerinde ise molekiiliin polar 6zellikte olmasi

sebebiyle en yaygin kullanilan c¢oziiciilerin sulu etanol, metanol, aseton (Kdhkonen ve
ark. 2001) ya da bunlarin asitli ¢ozeltileri oldugu belirtilmektedir (Amr ve Al-Tamimi
2007).

Diger bir hidroliz teknigi olan enzimatik hidroliz, flavonoid O-glikozitlerinden
monosakkaritlerin ayrilmas igin 6nerilen hizli bir tekniktir. Insan plazmasinda bulunan
flavonollerin B-gluronidaz ve siilfataz enzimleri kullanilarak enzimatik hidrolizi

gerceklestirilmistir (Erlund ve ark. 1999).

Kati1 faz ekstraksiyon (SPE) yonteminde, genellikle alkil-bagh silika ya da
kopolimer sorbentler iizerine sulu 6rnekler ya da sulu ekstraktlar uygulanmaktadir.
Sorbent C18 bagh silika ve 6rnek ¢ozeltisi ve ¢oziiciiler asitlendirilerek flavonoidlerin
iyonlagsmasi engellenir ve alikonma zamanini yavaslatilir. Yapilan bir calismada
zeytinlerin metanol ekstraktlar1 kullanilarak flavonoid analizleri yapilmistir (Vinha ve

ark. 2005).

Son zamanlarda molekiiler kalip polimerin (MIP) sorbent olarak kullanildig
yeni bir SPE metodu gelistirilmistir. Molekiiler kalip polimerler, genellikle hedef analite
olduk¢a yiiksek seciciliktedir ve 1sisal kararliliga sahiptir (Molinelli ve ark. 2002,
Ramstrom ve ark. 2001). Kirmiz1 sarapta kuersetin tayininde molekiiler kalip polimer
kullanilmistir (Molinelli ve ark. 2002). Ancak, molekiiler kalip polimerler kuersetin icin
tamamen secici olmadig bulunmustur. Kuersetinle yapisal iliskisi olan morin ve (+)-
katesin gibi molekiillerde benzer sonuglar vermektedir. molekiiler kalip polimer-kat1 faz

ekstraksiyonun dezavantaji her uygulama icin spesifik molekiiler kalip polimerler
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yapilmasi gerektigidir.

Matriks-kat1 faz dagilma ekstraksiyonu (MSPD), C18 ya da C8 bagh silika kati
destek icerisine homojen dagilmis o6rneklerden analitlerin ekstrakte edilmesini saglar.
Matriks-kat1 faz dagilma ekstraksiyonu genellikle meyve, sebze ve diger gida
tiriinlerinde pestisit tayini i¢cin kullanilmaktadir (Fernandez ve ark. 2000, Kristenson ve
ark. 2001). Ancak son zamanlarda bu yontemle flavonoid analizlerinin yapildigi

belirtilmistir (de Rijke ve ark. 2006).

Kati-faz mikro-ekstraksiyonu (SPME); erimis-silika kaplanmis poliakrilit ya da
polimetilsiloksanin durgun faz olarak kullamldigi sistem sivi ya da gaz Orneklerden
analitlerin ekstrakte edilmesi i¢in kullanilir. SPME kolay ve organik ¢oziicii titkketimi
daha az olan bir tekniktir Kati-faz mikro-ekstraksiyonu ile sivi kromatografisi (LC) ile
birlestirilerek ugucu olmayan ve/ve ya polar bilesiklerin analizi (Pawliszyn 1999) icin
kullanilir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar bu teknigin flavonoidlerin analizinde

kullanilabildigini gostermektedir.

Kolon kromatografisi fenolik ekstraktlarin ayrilmasi igin kullanilan diger bir
tekniktir. Kirmizi saraptan antosiyanin tiirevi pigmentlerin ayrilmasi kolon
kromatografisi teknigi kullanilarak yapilmistir. Fractogel (Toyopearl) HW-40(s) jel
kolonu (200mmx1.6, i¢ ¢ap) su-etanol (%20, v/v) ¢oziicii karisimi 0,8 ml/dk akis hiziyla
gecirilmis ve elde edilen eliientin malvidin-3-glukozit, malvidin-3-asetilglukozit ve

malvidin-3-kumarilglukozitin icerdigi belirtilmistir (Mateus ve ark. 2001).

2.4.2. Kromatografik Teknikler

Fenolik bilesiklerde bulunan farkli yapisal gruplar tayin etmek i¢in kullanilan
metotlarin dayandigi temel ilkeler birbirinden farklidir. Kromatografik teknikler fenolik
bilesiklerin ayrilmasi ve kantitatif tayinlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. GC
fenolik asitlerin ve flavonoidlerin tayinlerinde kullanilan kromatografik tekniklerden
biridir. Bitki ya da gida 6rnekleri analize hazirlanma asamasinda glikoz ya da ester

iceren fenolik bilesikler asit (Zadernowski 1987), baz (Krygier ve ark. 1982) ya da
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enzim (Liggins ve Bluck 1998) hidrolizi ile serbest hale getirilir. Fenolik bilesikler gaz
kromatografisi ile analizleri Oncesinde metilleme (Kosuge ve Furuta 1970),
trifloroasetilleme (Sweeley ve ark. 1963) ve trimetilsilil (Krygier ve ark.1982) gibi
ucucu tiirevlerine doniistiiriiliirler. Ancak bu islem esnasinda fenolik bilesikler igin
uygun tiirevlendiricilerin se¢ilememesi yada yeterince tiirevlerine doniistiirlememesi
GC ile tayinlerini kisitlayabilmektedir. Yiiksek performansh sivi kromatografisi
(HPLC) teknigi ise fenolik bilesiklerin ayrilmasinda ve miktar tayinlerinde son yillarda
en yaygin kullanilan tekniktir. Cesitli durgun ve hareketli fazlar kullanilarak fenolik
asitler ve flavonoidler (antosiyaninler, prosiyanidinler, flavononlar, flavonollar, flavan-
3-oller, flavonlar) tayin edilir (Senter ve ark. 1989). Fenolik bilesiklerin farkli
siniflarinin ayrilmasinda ters faz kolonlar1 olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir.
Gidalarda bulunan fenolik bilesiklerin tayininde genellikle UV-vis, fotodiodarray
(DAD) ve UV-floresans detektorleri kullanilir (Arts ve ark. 2000a, Rodriguez-Arcos ve
ark. 2002). Kullanilan diger metotlar ise; elektrokimyasal koulometrik serili dedektor
(EC) (Mattila ve ark. 2000) on-line bagli DAD ve elektro serili dedektor (Mattila ve ark.
2000) ve fluometrik dedektordiir (Arts ve Hollman 1998) Yiiksek performansh sivi
kromatografisi kiitle spektrometresi (HPLC-MS) fenolik bilesiklerin yapisal tayinininde
oldukga yaygin olarak kullanilir. Elektrosprey iyonlagma kiitle spektrometresi (ESIMS)
meyvelerde bulunan fenolik bilesiklerin yapisal tayini ve metal ile komplekslesen
flavonoidlerin tayin edilmesini saglamistir. Kiitle spektrumlarinda metal-flavonoid
komplekslerinin verdigi kiitle spektrumu oldukga siddetlidir ve ilgili flavonoidler daha
kolay yorumlanir. Ayrica, fenolik bilesiklerin hizli atom bombardiman kiitle
spektrometresi (FABMS) (Edenharder ve ark. 2001) elektron impakt kiitle
spektrometresi ~ (Edenharder ve ark. 2001) ve  matriks-destekli lazer
desorpsiyon/iyonlagma kiitle spektrometresi (MALDI-MS) (Wang ve Sporns 1999) ile
de tayinleri yapilmistir. Dogal antioksidan kaynagi olarak bilinen ahududu ve bégiirtlen
meyvelerinin de kalitatif ve kantitatif fenolik madde tayinlerinin HPLC teknikleri
kullanilarak basarili sekilde yapildigi belirtilmistir (de Ancos ve ark. 2000, Hikkinen ve
Auriola, 1998, Hikkinen ve ark. 1999b, Hékkinen ve ark. 2000a, Hertog ve ark. 1992a,
Maiittd-Ruhinen ve ark. 2004).

2.4.2.1. Fenolik Asitler
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Fenolik asitlerin kantitatif analizi i¢cin yapilan ince tabaka kromatografisi
uygulamalarinda durgun faz olarak selilloz ve silika tabakalar, mobil faz olarak
hidrokarbon karisimlar1 (toluen, diokzan ve benzen) ve polar organik modifierler olarak
aseton, butanol, etanol ve asetik asit kullanilarak basarili sonuclar elde edilmistir
(Agbor-Egbe ve Rickard 1990, Azar ve ark. 1987, Regnault-Roger ve ark. 1987). HPLC
Oncesi ince tabaka kromatografisi ile Ornek ekstraktinin taranmasi tayin edilen
maddelerin durgun faz tarafindan absorbe edilebilmesi ya da basarili bir ayirim ig¢in
uygun ¢oziicli karisimlar1 kullanilmasi avantaj saglamaktadir (Ferndndez de Simén ve

ark. 1992, Lee and Widmer 1996).

Bitkilerde ve meyvelerde bulunan fenolik asitlerin analizi i¢cin GC ve HPLC
teknikleri kullanilmaktadir. Fenolik asitlerin tayinlerinde sivi  kromatografisi
tekniklerinden terz-faz sivi kromatografisi (RP-HPLC) teknigi daha ¢ok tercih
edilmektedir. HPLC tekniklerinde ikili gradient ¢oziiciiler olarak sulu asetik, formik ya
da fosforik asit ve organik modifier ler olarak da metanol ya da asetonitril kullanilir.
Mobil fazin pH’1 ve iyonik siddeti, protonlama ve ¢oziinmeye bagli olarak fenolik
bilesiklerin alikonmalarimi etkilemektedir (Marko-Varga ve Barcelo 1992). Ornegin
iyonlagmasim arttirilabilmek igin yapilan pH degisimleri sonucu ters-faz ayrimda
alikonma siiresi azalir. Bu nedenle; fenolik ve karboksilik asitlerin iyonlagmasim
baskilamak ve ¢ozuniirligii arttirmak icin asetik asit (%2-5), formik, fosforik ve
trifloroasetik asit (%0,1) mobil faza eklenir. Cizelge 2.4.2.1.1’ de fenolik asitlerin

HPLC ile yapilan baz1 analizleri gosterilmistir.
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Cizelge 2.4.2.1.1. Yiiksek performansh sivi kromatografisi ile meyvelerde bulunan hidroksibenzoik, hidroksisinnamik asitler ve ellagik asit
analizleri
Fenolik bilesikler Meyve Kolon Coziicii sistemi Dedektor Kaynak
Hidroksinnamik Elma, kayisi, seftali, | 250x4mm %2 sulu asetik asit ve | UV 320 nm | Moller ve Herrmann
asitler armut, erik ve tatli | LiChrosorb RP-18 | metanol 1983
kiraz
Hidroksinnamik ve | Yaban mersini meyve | 250x4mm %?2 sulu asetik asit ve %2 | UV 280 nm | Azar ve ark. 1987
hidroksibenzoik suyu LiChrosorb C18 asetik asit/su/asetonitril
asitler (2:68:30, v/vlv) c¢oziici
karigimlart
Ellagik asit Yaban mersini, | 250 X 4.6 mm 30mM amonyumdihidrojen | UV 254 nm | Daniel ve ark. 1989
bogiirtlen, ahududu, | Alltech C18 RP fosfat/metanol (50:50,v/v)
cilek coziicti karisimi ve 10mM
amonyum dihidrojen fosfat
Hidroksinnamik Portakal, greyfurt LiChrospher P%1.5 sulu asetik | UV 300 nm | Peleg ve ark.1991
asitler 100-RP-18 asit/metanol (77:23, v/v)
coziicli karigimi
Hidroksinnamik Elma ve elma suyu 250%4.6mm %0,2 suda hazirlanmis HC1 | UV 260, | Delage ve ark. 1991
asitler Spherisorb ODS2 (IM) ve  %0,2 metanolde | 310 nm
hazirlanmig HCI (1M)
Hidroksinnamik Kayisi, seftali, erik, | LiIChroCART Su/formik asit (95:5, v/v) | UV 280, | Tomés-Lorente  ve
asitler cilek 100-RP-18 ve metanol 350 nm ark. 1992.
Hidroksinnamik ve | Meyve sulari: elma, | 300x3.9mm %2 sulu asetik asit ve | Foto-diod Fernandez de Simoén
hidroksibenzoik kayist, tiziim, | Novapak C18 su/metanol/asetik serili ve ark. 1992
asitler portakal, seftali, asit(68:30:2, v/v/v) ¢oziicii | dedektor
armut karigimlari 280, 240 nm
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Cizelge 2.4.2.1.1° in devam

Hidroksinnamik Portakal suyu Bondasil C18 Tetrahidrofuran/asetonitril/ | UV 280, | Roussef ve ark.1992
asitler %2 sulu asetik asit | 324 nm
(12:5:83, v/viv) Floresans
ve tetrahidrofuran/ %?2 sulu
asetik asit (35:65, v/v)
Hidroksinnamik Elma suyu LiChrospher %0,5 sulu asetik asit ve | Foto-diod Cliffe ve ark. 1994
asitler 100-RP-18 metanol serili
dedektor
Hidroksinnamik  ve | Kirmiz1 ahududu | 250x4.6mm %1 sulu asetik asit ve | Foto-diod Rommel ve Wrolstad
hidroksibenzoik meyve suyu Spherisorb ODS-1 | asetonitril serili 1993a
asitler ve ellagik asit dedektor
260, 280,
320, 360 nm
Ellagik asit Bogiirtlen,  kirmizi | Novapak C18 Metanol/0,025 M | Floresans Hollman ve Venema
ahududu, c¢ilek potasyum hidrojen fosfat, 1993
pH 2.4
(40:60, v/Vv) coziicii
karigimi
Hidroksinnamik  ve | Bogiirtlen, yaban | 150x3.6mm 50 mM dihidrojen | Foto-diod Heinonen ve ark.
hidroksibenzoik mersini, kirmizi | Novapak C18 amonyum fosfat (pH 2.6), | serili 1998
asitler ahududu, cilek, tath %2 50 mM dihidrojen | dedektor
kiraz amonyum fosfat (pH 2.6) | 280, 316 nm

ile % 80 asetonitril, 0,2 M
ortofosforik asit (pH 1.5)
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2.4.2.2. Flavonoidler

Flavonoidlerin analizinde incetabaka kagit kromatografisi, gaz kromatografisi,

kapiler elektroforez ve sivi kromtografisi yaygin olarak kullanilan tekniklerdir.

1950°li ve 1960°lh yillarda flavonoidlerin analizi i¢in kagit kromatografisi
metotlart gelistirilmistir (Markham 1982, Merken ve Beecher 2000, Robards ve
Antolowich 1997). Ancak 1970 li yillarda kagit kromatografisi yerini, pek cok bilesigin
ayn1 anda analizi icin ucuz ve kullamish teknik olan ince tabaka kromatografisine
birakmistir (Harborne 1998, Robards ve Antolowich 1997). Bu tekniklerde analiz
edilecek flavonoid ve flavonoid siniflarina gére uygun durgun faz ve ¢oziicii se¢imi
degismektedir. Flavonollar gibi hidrofilik flavonoidler poliamid ve mikrokristral seliiloz
durgun faz kullanilarak ince tabaka kromatografisi ile ayrilmiglardir (Robards ve
Antolowich 1997, Wildanger ve Herrmann 1973). Ince tabaka kromatografisi
giiniimiizde halen meyvelerde bulunan flavonoid siniflarinin tayininde ucuz ve hizh

tarama metodu olarak kullanilmaktadir (Lee and Widmer 1996).

HPLC flavonoidlerin analizinde de oldukca yaygin kullanilan bir tekniktir
(Harborne 1988, Robards ve Antolowich 1997). Ayrica bitki ve gida ekstraklarindan

flavonoidlerin tayin edilmesi bu teknige yeni bir boyut kazanmistir. HPLC teknigi;

e Diger kromatografik tekniklerle karsilagtirldiginda flavonoid karisimlarin
¢Oziiniirligu arttirilmasi ve daha iyi ayirma giiciine sahip olmasi
e Tek analiz ile hem kalitatif hem de kantitatif tayin yapilabilmesi (Harborne

1988, Markham 1989) gibi baz1 avantajlara sahiptir.

Yapilan calismalarda normal-faz kromatografisinin flavonoidlerin (flavon,
flavonol, flavanon aglikon) ayrilmasinda kullanildigi belirtilmistir (Galensa ve
Herrmann 1980). Flavonoid asetatlar1 LiChrosorb Si60 kullanilarak benzen-asetonitril,
benzen-etanol ve izooktan-etanol-asetonitril ¢oziicli karigimlart ile izokritik olarak 312
ve 270 nm de tayin edilmislerdir. Flavonoidlerin LC ile analizlerinde genellikle ters-faz

kromatografisi tercih edilir ve durgun faz olarak Cg ve C;g kolonu kullanilmaktadir
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(Cizelge 1.4.2.2.1). Silika, Sephadex ve poliamid de kullanilan diger durgun fazlardir.
Gradient eliisyon programinin kullanildig ikili ¢oziiciicii sistemlerinde su iceren aseton
ya da format tamponu ile organik modifier olarak metanol ya da asetonitril kullanilir.
Flavonoidlerin ve diger fenolik bilesiklerin ayrilmasimi saglamak icin mobil faz icine
kiigiilk miktarlarda da olsa asetik asit, formik asit ve fosfat tamponlar1 katilmaktadir
(Lamuela-Raventés ve Waterhouse 1994, Merken ve Beecher 2000). Sivi
kromatografisi ile genellikle oda sicakliginda calisilir. Cizelge 2.4.2.2.1°de meyvelerde

bulunan flavonoidlerin HPLC ile yapilan bazi analizleri gosterilmistir.
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Cizelge 2.4.2.2.1. Yiiksek performansli sivi kromatografisi ile meyvelerde bulunan flavonollar ve diger flavonoid gruplarinin analizleri
Flavonoidler Meyve Kolon Coziicii sistemi Dedektor Kaynak
Flavonollar Yaban mersini, | 300 x 3.9 mm | Su/asetik asit/metanol (42:8:50, | UV 280 nm Bilky ve Spares
bogiirtlen puBondapak C18 | v/v/v) 1986
Flavonollar, Elma Novapak C18 Sulu trifloroasetik asit, | UV 270 nm McRae ve ark.
flavan-3-oller asetonitril 1990
Flavonoller- Meyve sulari: elma, | 300 x 3.9 mm %2 sulu asetik asit ve | Foto-diod serili | Fernandez de
flavan-3-oller | kayisi, iziim, | Novapak C18 su/metanol/asetik asit (68:30:2) | dedektor 254 nm | Simén  ve ark.
portakal, seftali, coziicti karigimi 1992
armut, ananas
Flavonoller, Cilek, kayisi, seftali, | 125 x 4 mm | Sulu formik asit ve metanol Foto-diod  serili | Tomas-Lorente ve
flavan-3-oller | erik LiChroCART dedektor 280, 350 | ark. 1992
Cl18 nm
Flavonoller, Elma, armut, {iiziim, | Novapak C18 Asetonitril/fosfat tamponu Foto-diod  serili | Hertog ve ark.
flavonlar seftali, armut, erik, (24:75, v/v, pH 2.4) dedektor 370 nm | 1992b
frenk {izimii, c¢ilek,
kiraz
Flavonoller Kirmizi ahududu 250 x 46 mm | %1 sulu asetik asit ve | Foto-diod serili | Rommel ve
(meyve suyu) Spherisorb ODS- | asetonitril dedektor 360 nm | Wrolstad 1993b
1
Flavonoller, Elma 220 x 4.6 mm | Sulu setik asit, asetonitril UV 350 nm Lister ve ark.
flavan-3-oller Aquapore C18 1994
Flavonoller, Armut 150 x 4.6 mm | Su (fosfat tamponu, pH 2.6) ve | Foto-diod  serili | Amiot ve ark.
flavan-3-oller Adsorbosphere asetonitril/metanol/su  (1:3:1, | dedektor 280, 360 | 1995
Cl18 v/v/v) ¢oziicii karisimi nm
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Flavonoller, Elma, seftali (meyve | 300 x 3.9 mm | Su/asetik asit (78:2, v/v) | Foto-diod serili | Bencoechea ve
flavan-3-oller | konsantresi ve | Novapak C18 cOzimii karigimi ve | dedektor ark. 1997
pliresi) su/asetonitril/asetik
asit (78:20:2, v/v/v) coziicii
karigimi
Flavonoller, Elma, kayisi, frenk | 250 x 4.6 mm | %1 formik asitle hazirlanmis | Foto-diod  serili | Justesen ve
flavonlar, {iziimii, yaban | Phenomenex su/metanol (30:70, v/v) ¢oziicii | dedektor 290, 365 | ark.1998
Flavan-3-oller | mersini, greyfurt, | C18 karisimi ve metanol nm ve atmosferik
liziim, limon, basing iyonlagma-
portakal, kirmizi kiitle
ahududu spektrometre
Flavonollar, Bogiirtlen, yaban | 150 x 3.6 mm | 50 mM dihidrojen amonyum | Foto-diod serili | Heinonen ve ark.
flavan-3-oller, | mersini kirmiz1 | Novapak C18 fosfat (pH 2.6), asetonitril, 0.2 | dedektor 365, 520 | 1998
antosiyaninler | ahududu, cilek, kiraz M ortofosforik asit (pH 1.5) nm
Flavonoller Elma 250 x 4.6 mm | Su/tetrahidrofuran/trifloroasetik | Foto-diod  serili | Price ve ark. 1999
Phenomenex asit (98:2:0.1, v/v/v) coziicti | dedektor 370 nm
C18 karisimi ve asetonitril




46

2.4.3. Flavonoidler ve Fenolik Asitlerin Belirlenmesi ve Tayini

HPLC-MS, ucucu olmayan fenolik bilesiklerin yapisal analizleri icin kullanilan
hizl1 ve giivenilir bir metottur. Bu metotta iyonlasma basamagindan 6nce sivi mobil
fazin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in arayiizey sistemleri gelistirilmistir (Careri ve ark.
1998). Yapilan pek cok calismada standart ve referans maddelerin yardimiyla 6rnekte
bulunan flavonoidlerin tayini i¢in MS ve UV dedektorlerin birlikte kullanildigini
goriilmektedir. Standarti olmayan bilinmeyen maddelerin analizi i¢in ikili kiitle
spektrometreleri (MS/MS  veya MS") kullanilmaktadir. Flavonoidlerin  sivi
kromatografisi kiitle spektrometresi (LC-MS) analizlerinde yaygin olarak kullanilan
iyonlastirma teknikleri atmosfer basin¢h iyonlastirma (APCI) ve elektrosprey
iyonlagtirmadir (ESI). Her iki teknik icin de positif ve negatif iyonlasma
uygulanabilmektedir. ESI flavonoid analizlerinde daha siklikla kullanilir. Yiiksek
performanslh sivi kromatografisi elektrosprey iyonlagma-kiitle spektrometresi (HPLC-
ESI-MS), biiyiik, kararsiz ve oldukca polar olan bilesiklerin tayinlerinde oldukca
kolaylik saglar (Careri ve ark. 1998, Robards ve Antolowich 1997). Yapilan bir¢ok
calismada hem APCI hem de ESI da en iyi duyarliligin negatif iyonlagmayla saglandig
belirtilmistir. Ancak APCI ve ESI pozitif modunun kullanilmasi da yaygindir.
Diglikozil flavonoidlerin glikozidik baglarn pozitif iyon hizli iyon bombardimani MS
ve birlesik MS sistemleri kullanilarak tayin edilmistir (Li ve Claeys 1994). Yapilan bir
calismada ¢ayda bulunan flavonoidler HPLC-ESI-MS ile tayin edilmistir (Poon 1998).
Ayrica meyvelerde ve sebzelerde bulunan flavonoidlerin tayinlerinde atmosferik basing
iyonlagsma-kiitle spektrometre (API-MS) teknikleri de yaygin olarak kullanilmaktadir
(Justesen ve ark. 1998). Ayrica flavonoidlerin analizinde APCI ve ESI disinda elektron
iyonlastirma (EI) (Harborne 1989), kimyasal iyonlastirma (CI) (Barbuch ve ark. 1989),
hizli atom bombardiman1 (FAB) (Ma ve ark. 2000) ve matriks yardimh
desorpsiyon/iyonlastirma (MALDI) (Wang ve Sporns 1999) teknikleri de

kullanilmaktadir.
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2.4.4. Spektroskopik Teknikler

Bitkilerin ve cesitli gida iirtinlerinin toplam fenol, toplam flavonoid, toplam
antosiyanin, askorbik asit ve cesitli metotlarla antioksidan aktivite tayinleri yaygin

olarak spektrofotometrik metotlar kullanilarak yapilmaktadir.

2.4.4.1. Toplam Fenol Tayini

Bitki ve gida matrikslerinin spektrofotometrik toplam fenol tayinlerinde Folin-

Ciocalteu metodu en yaygin kullanilan metottur.

Orijinal Folin-Ciocalteau metodu 1927 yilinda kimyasal reaktifler kullanilarak
tirozin analizi icin gelistirilmistir. Daha sonra 1965 yilinda Singleton ve Rossi
tarafindan molibdotungstofosforik heteropolianyon reaktifi kullanilarak fenol tayini
icin modifiye edilmistir. Folin-Ciocalteu metodu polimerizasyon derecesinden

bagimsiz duyarli ve kantitatif bir metottur.

Folin-Ciocalteu reaktifi heteropolifosfotungtat-molibdat iceren bir oksidasyon
belirtecidir. En son olusan mavi fiiriin, P2W130627' ‘den H4P2W180628' kadar olan
tungstat serisindeki 1, 2, 4 ve 6 elektronlu reaksiyon iiriinleri ile H2P2M0180626"den
H6P2M0130626' kadar olan molibdat serisindeki 2, 4 ve 6 elektronlu reaksiyon iiriinleri
karisimindan olusur. Folin-Ciocalteau reaktifi ile toplam fenol tayininde, tersinir 1-
veya 2-elektron indirgeme reaksiyon basamaklari, heteropoli (PMoW; 1040)4'
reaktifinden mavi tiirlerin olusumuna neden olur. Kompleksteki molibdenin
indirgenmesi daha kolaydir ve elektron transfer reaksiyonu indirgenler ve Mo(VI)

arasinda gerceklesir:

Mo(V]) (sar1) +e — Mo(V) (mavi) (2.4.4.1-1)

Orijinal Folin reaktifi daha sonra bir molibdofosfotungstat heteropolianyon

reaktifi ile yer degistirmis
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3 H,O —P,05 - 13 WO3 — 5 MoO; — 10 H,O
ve fenoliklere daha fazla se¢imli kilinmistir; Amax=765 nm (Apak ve ark. 2007).

Folin-Ciocalteau metodu ile toplam fenol tayininde daha dogru sonuca elde
edebilmek icin

e Alkali ve Folin-Ciocalteau reaktifi uygun hacimlerde ¢alisilmalidir.

e Renk olusumu i¢in en uygun reaksiyon zamani ve sicakligi belirlenmelidir

e Referans standart fenolik madde olarak gallik asit kullanilmalidir.

Bu metodun sahip oldugu avantajlari yaninda fenolik olmayan organik
maddelerle (sekerler, aromatik aminler, askorbik asit, adenin, adenozin, aminobenzoik
asit, EDTA, fruktoz, guanin, indol, proteinler vb.) ve bazi inorganik maddelerle
(hidrazin, demir amonyum siilfat, magnezyum siilfat, potasyum nitrat, sodyum siilfat,

sodyum nitrat vb) reaksiyon verebilmesi ile dezavantaja sahiptir (Prior ve ark. 2005).

Bu metot ahududu ve bogiirtlen meyvelerin toplam fenol tayinlerinde yaygin
olarak kullanilmaktadir (Amakura ve ark. 2000, de Ancos ve ark. 2000, Pantelidis ve
ark. 2007).

2.4.4.2. Toplam Flavonoid Tayini

Bitki ve gidalarin spektrofotometrik toplam flavonoid tayinlerinde Zhishen ve
ark. (1999) tarafindan gelistirilen metot yaygin olarak kullanilmaktadir. Ahududu ve
bogiirtlen meyvelerinin spektrofotometrik toplam flavonoid tayinlerde kullanilmis

birkac ¢alisma bulunmaktadir (Liu ve ark. 2002).

2.4.4.3. Toplam Antosiyanin Tayini

Bitkilerde ve gidalarda toplam antosiyanin tayini pH farki metodu kullanilarak
spektrofotometrik olarak yapilir (Giusti ve Wrolstad 2001). Uygulanan metotta
potasyum kloriir ¢ozeltisi ve sodyum asetat tamponu kullanilarak antosiyanin

pigmentlerinin pH degeriyle degisen renk ve siddetlerine gore absorbans degerlerinin
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degisimi esas alinarak miktar tayini yapilir. Antosiyaninler pH 1.0 de renkli oksonyum

ya da flavilyum, pH 4.5 da ise renksiz karbinol yapisinda bulunurlar.

Ahududu ve bogiirtlen meyvelerinin yiiksek diizeyde antosiyanin igerdigi
bilindiginden bu metot yaygin olarak kullanilmaktadir (Benvenutti ve ark. 2004,
Pantelidis ve ark. 2007, Siriwoharn ve ark. 2004).

2.4.4.5. Askorbik Asit Tayini

Bu metodun prensibi, deney numunesinden askorbik asidin okzalik asit ¢ozeltisi
veya metafosforik asit-asetik asit ¢ozeltisi ile ekstrakte edilmesi, 2,6-
diklorofenolindofenol (DCPIP) boya maddesinin ¢ozeltideki askorbik asitle kantitatif
olarak indirgenmesi, boya maddesi fazlasinin ksilenle ekstraksiyonu ve 500 nm dalga

boyunda spektrometrik dlciimle fazlaligin tayini esasina dayanir (TS 6397).

DCPIP (mavi) + H" —DCPIPH (pembe) (2.4.4.4-1)
DCPIPH (pembe) + Askorbik asit — DCPIPH; (renksiz) (2.4.4.4-2)
C6H306 + C12H7NC1202 - C6H6O6 + C12H9NC1202 (2444-3)

2.4.4.5. Antioksidan Aktivite Tayin Metotlar:

Antioksidanlar, yiikseltgenebilen bir substrata (6rnegin; lipid, protein, DNA
vb.) gore diisitkk konsantrasyonlarda bulundugunda dahi o substratin oksidasyonunu
geciktirebilen ya da engelleyebilen maddelerdir. Geleneksel olarak antioksidanlart iki
siifa ayrilabilir: birincil veya zincir-kiric1 antioksidanlar ve ikincil veya koruyucu
antioksidanlar. Zincir kirma reaksiyonlart bir lipit radikaliyle (L) reaksiyon sonucu
radikal baslatimi1 ya da peroksil (LOO') veya alkoksil (LO’) radikalleriyle reaksiyon
sonucu radikal ilerlemesi basamaklarini engellenmis olur.

Zincir kiritlma mekanizmast:
L+AH—>LH+A (2.4.4.5-1)
LOO +AH — LOOH + A (2.4.4.5-2)
LO +AH — LOH + A (2.4.4.5-3)
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Diger taraftan, ikincil (koruyucu) antioksidanlar lipid vb. substratlarin
oksidasyon hizin1 yavaslatirlar. Ornegin, metal kelatlayicilar Fe(I)’'i baglayarak

hidroksil radikalleri olusturan Fenton tipi reaksiyonlar1 engelleyebilir:

Fe™ + H,0, > Fe’* +eOH + OH "~ (2.4.4.5-4)

Antioksidanlarin cok ve ¢esitli olusu (glikozitleri ve izomerlerinin gorece fazla
olusu) bunlarin sebze-meyve matrikslerinden ayrilmalarin1 ve bireysel kantitatif
tayinlerini giiglestirir. Ayrica antioksidanlarin esgiidiim icinde davranarak birbirlerinin
etkisini arttirmalart da s6z konusudur. Bu nedenle, toplam antioksidan diizeyini
dogrudan bitkisel ekstraktlarda ve biyolojik sivilarda dlgebilecek giivenilir yontemlere

ihtiyag vardir.

Antioksidan tayinlerinde reaksiyon tiiriine gore siiflandirma (Apak ve ark.
2007).
¢ Elektron transferine dayanan yontemler

e Hidrojen atomu transferine dayanan yontemler

Hidrojen atomu transferine dayali tayinlerin biiyiik bolimii ‘yarigsmali reaksiyon
kinetigi’'ne dayalidir. Burada antioksidan ve substrat, azo bilesiklerinin 1s1l

bozunmasindan iiretilmis olan peroksil radikalleri (ROQ) i¢in yansirlar:

ROO + AH — ROOH + A (2.4.4.5-5)
ROO +LH — ROOH +L (2.4.4.5-6)

Antioksidan (AH)’1n tiikketimi pahasina lipit (LH) oksidasyonu engellenir.

Elektron transferine dayanan yontemler, indirgendiginde renk degistiren
yiikseltgenlerin indirgenmesi yardimiyla antioksidanlarin kapasitesini olgerler. Bu olay
bir absorbans artis1 veya azalist seklinde olabilir. Renk degisiminin derecesi, baslangic

ornegindeki toplam antioksidan konsantrasyonu ile iligkilidir. Gergekte hidrojen atomu
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transferi ve elektron transferi esash reaksiyonlar bir anlamda i¢ icedir ve aralarinda

asilmaz sinirlar yoktur (Apak ve ark. 2007)

Elektron transfer esash baslica yontemler: Folin, ABTS, DPPH ve CUPRAC
yontemleridir. Bir 6rnegin indirgeme kapasitesi onun radikal siipiirme yetenegi ile
dogrudan iligkili olmamakla beraber, bu antioksidanlar i¢in cok 6nemli bir parametredir

(Apak ve ark. 2008).

2.4.4.5.1. ABTS Metodu

Bitki ve gidalarin toplam antioksidan aktivite ol¢timleri icin kullanilan ABTS
yontemi (2,2”-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) ve potasyum
persiilfat arasindaki reaksiyon sonucu olusan mavi/yesil renkli ABTS radikal
katyonunun (Wolfenden ve Willson 1982) spektrofotometrik dlciim temeline dayanir
(Miller ve ark. 1996, Rice-Evans ve ark. 1996). Bu radikal katyon 645 (Miller ve ark.
1993), 734 (Miller ve Rice-Evans 1994) ve 815 nm’de (Miller ve ark. 1996) maksimum

absorbansa sahiptir.

Hazirlanan ABTS radikal katyonunun miktar1 iizerine eklenen antioksidan
konsantrasyonuna ve reaksiyon siiresine bagli olarak azalma gosterir. Reaksiyon
sonunda ABTS radikal katyonunun % inhibisyon degeri, standart olarak kullanilan
troloks esdegerinde hesaplanan konsantrasyon ve zamanin fonksiyonu olarak tayin

edilir.

ABTS radikal katyonu sulu ya da organik ortamda enzimatik ya da kimyasal
reaksiyonla olusturulabilir. ABTS metodu lipofilik ve hidrofilik antioksidanlarin
aktivite Ol¢iimii yapilabilir. Bu metodun uygulanabilirligi kolay ve hizhidir (Prior ve

ark. 2005, Wojdylo ve ark. 2007).



52

2.4.4.5.2. DPPH Metodu

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikali 1958 yilinda Blois tarafindan bulunmustur
ve antioksidan aktivite Olctimlerinde yaygin olarak kullanilan kararli bir radikaldir.
Alkol ortaminda pembe renkte olan bu radikal 517 nm’de maksimum absorbansa
sahiptir. DPPH radikalinin tek elektronu hidrojen verici olan antioksidan maddelerle
reaksiyon vererek ciftlestirilir ve 2,2-difenil—1-pikrilhidrazine (DPPHH) indirgenir. Bu
reaksiyon sonunda yakalanan elektron sayisina karsilik pembeden sariya renk degisimi
olur (Blois 1958) ve absorbans diiser. Bilesiklerin antioksidan aktivite dlciimleri de bu

absorbans azalmasina dayanilarak yapilir.

DPPH radikali herhangi bir 6zel hazirlama gerektirmez ve sadece organik
coziiclilerde c¢oziiniir. Isiktan, oksijenden ve reaksiyon ortaminin pH degerinden
etkilenir (Sharma ve Bhat 2009) DPPH metodu ile polar ve az polar maddelerin aktivite
tayini yapilabilir. Ayrica fenolik maddelerin sahip olduklarn hidroksil grubu sayisiyla
DPPH aktiviteleri arasinda pozitif korrelasyon oldugu belirtilmektedir (Sroka ve
Cisowski 2003). DPPH metodu basit, pahali reaktiflere ihtiya¢c olmadigindan kolay,

reaksiyon siiresinin 30 dk olmasiyla hizli ve tekrarlanabilir bir metottur.

2.4.4.5.3. CUPRAC Metodu

Bakir iyonu indirgeme kapasitesi (CUPRAC) yontemi bakir (II) iyonu
indirgeyici antioksidan kapasite tayini olarak tamimlanir. Gelistirilen CUPRAC
yonteminin  kromojenik oksidasyon arac1 olan Cu(Il)-Neokuproine reaktifi,

antioksidanlarla (Ar(OH),) asagidaki reaksiyonu vermektedir (Apak ve ark. 2008).

n Cu(Nc),”* + Ar(OH), — n Cu(Nc)** + Ar(=0), + n H' (2.4.4.5.3-1)

CUPRAC metodunun diger antioksidan aktivite tayin yontemlerine iistiinliikleri

oldugu belirtilmistir (Giiclii ve ark. 2006):
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e Yontem, hizli, basit ve kullanighdir; radikal kromojen reaktiflerin pahalilik, giic
temin edilebilirlik ve kararsizlik sorunlarindan arinmustir.

e Cu(ID-neokuproin reaktifi 1liml bir yiikseltgen oldugundan, gida maddelerinde
bolca bulunan sitrat ve glukoz gibi bilesenlerle tepkime vermeksizin sadece
antioksidantlan yiikseltger ve reaksiyonun iiriinii Cu(I)-neokuproin kelatinin
450 nm’ deki absorbansi okunarak sonug verilir.

e Bazi yontemlerinin duyarsiz kaldigi (-SH) tipi antioksidantlara ¢abuk ve net
sonuglara ulasilir.

e Baz yontemler asidik ortamda calisirken, CUPRAC, fizyolojik pH’ lara yakin
olan pH 7 ortaminda yiiriitiiliir; dolayisiyla fizyolojik kosullar1 yansitma sansi
daha fazladir.

e (CUPRAC yonteminde bir karigimi olusturan c¢esitli bilesenlerden gelen
absorbanslar toplamsal oldugundan yontemin dogrusalligi ve tekrarlanabildigi
cok 1yidir.

e Uygun coziicii sistemiyle hem hidrofilik hem de lipofilik antioksidanlar tayin

edilebilir.

2.4.5. Kimyasal Yapmn Antioksidan Aktivite Uzerine Etkisi

Fenolik asitlerin ve flavonoidlerin antioksidan aktiviteleri aromatik halkaya
baglanan hidroksil grubu sayisina ve hidroksil gruplarinin pozisyonuna gore degisiklik
gostermektedir (Cuvelier ve ark. 1992, Sroka ve Cisowski 2003). Sinamik asit
tirevlerinin aktioksidan aktivitelerinin benzoik asit tiirevlerinden daha fazla oldugu
belirtilmistir ve bu durum sinamik asitlerin propenoik asit (-CH=CH-COOH) kisminin
benzoik asitlerin karboksil gruplarindan (-COOH) daha fazla antioksidan etkiye sahip
olmasiyla aciklanmistir (Cuvelier ve ark. 1992). Ayrica fenolik bilesiklerin orfo ya da
para posizyonlarindaki hidroksil gruplarinin hidrojen atomlarimi serbest radikallere
daha kolay vermesi (de Heer ve ark. 1999) ve birbirleriyle etkilesimde olmalar
antioksidan aktivite iizerinde meta pozisyonunda bulunan hidroksil gruplarina gore
daha fazla etkili oldugu belirtilmistir (Sroka ve Cisowski 2003) (Sekil 1.4.5.1). Yapilan

calismalarda benzoik ve sinamik asit tiirevlerinin, flavonollarin ve antosiyanidinlerin
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aromatik halkaya bagli hidroksil grubu sayisi arttikca antioksidan aktivitelerinin

artigim gostermektedir (Fukumoto ve Mazza 2000).

R1 R2
: (oo

Hidroksisinnamik asitler Hidroksibenzoik asitler

Sekil 2.4.5.1. Hidroksisinnamik ve hidroksibenzoik asitlere serbest radikal siipiirme
ozelligi veren yapilar

Flavonoidlerin  antioksidan aktivitesi, hidrojen baglar1 veya elektron
dekolizasyonu sonucu olusan fenoksil radikallerinin dengelenmesi ve fenolik
hidrojenlerinin uygunlugu ile tayin edilir. Flavonoidlere antioksidan aktivite 6zelligi
kazandiran yapilar belli bir sayi, diizen ve fenol halkasinda bulunan hidroksil
gruplarinin yapisal konjugasyonunu igerir (Miller ve Rice-Evans 1997). Flavonoidlerin
antioksidan aktivitelerinde yapilarin B halkasinda bulunan 3,4-dihidroksil grubu, C
halkasinda bulunan 3 numarali karbona baglh OH grubu ve 4 numaral karbonla cift bag
yapan oksijen ve A halkasinda bulunan 5 numarali karbona bagli OH grubu etkili

oldugu belirtilmektedir (Wojdylo ve ark. 2007). (Sekil 2.4.5.2)

Sekil 2.4.5.2. Flavonoidlere serbest radikal siipiirme aktivitesi 6zelligi veren yapilar
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Hidroksil gruplarinin diizenlenmesindeki degisiklik ve hidroksil gruplarina
glikozil yapilarinin baglanmasi flavonoidlerin antioksidan aktivitelerini diisiirmektedir
(Rice-Evans ve ark. 1996). Flavonollarla ilgili yapilan bir calismada kuersetinin en
yiiksek aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Ancak, kuersetinin 3-hidroksil grubuna
glikozil yapisinin baglanmasiyla olusan rutin yapisinin oldukca diisiik aktiviyete sahip
oldugu belirtilmistir. Bagka bir ¢alisma da ise kuersetin, siyanidin, pelargonidin ve
peonidinin glikozil yapilarinin aglikonlarindan daha diisiik aktiviteye sahip oldugu ve
eklenen ikincil glikozil yapilarinin aktiviteyi daha fazla azalttigi bulunmustur (Sekil
2.4.5.3). Antioksidan etkinin bu azalis1 karbohidrat kisminin sebep oldugu sterik

etkiyle aciklanmaktadir.

Kuersetin-3-glikozit Kuersetin-3, 4'-O-diglikozit

Sekil 2.4.5.3. Antioksidan aktiviteyi azaltic1 yonde etki eden glikozit ve diglikozit
yapilar
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. MATERYAL

3.1.1. Calismada Kullanilan Aletler

3.1.1.1. S1ivi Kromatografisi Kiitle Spektrometresi

Calismada Agilent marka 1100 LC-MSD Trap SL model sivi kromatografisi
kiitle spektrometresi kullanilmigtir. Standart maddeler ile APCI ve ESI iyonlastirma
kaynaklarmin pozitif ve negatif modlart calisilmistir ve ESI iyonlastirma kaynagi
pozitif modun calisilan fenolik maddeler icin uygun oldugu belirlenmistir. Analitik
kolon olarak Zorbax SB C18 LC kolonu (50mmx4.6mm, i.d. 1.8 pm film kalinlig1)

secilmistir.
3.1.1.2. Ultraviyole Goriiniir Bolge Spektrofotometresi
Calismada ATI Unicam marka UV2-100 spektrofotometre kullanildi. Olgiimler

10 mm kuvartz hiicreler kullanilarak yapildi. Analiz sirasindaki ¢alisma sartlar Cizelge

3.1.1.2.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1.1.2.1. ATI Unicam marka UV2-100 cihazinin ¢aligsma sartlari
Olciim Birimi Absorbans
Dalgaboyu Araligi (nm) 200-800
Tarama Hiz1 0,5 nm aralikh
Ornekleme Aralig Otomatik
3.1.1.2. pH Metre

Calismada Sartorius Professional Meter pp-15 model pH metre kullanilmigtir.
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3.1.1.2. Analitik Terazi

Deneysel calismalar sirasinda c¢ozelti hazirlama islemleri igin +0,0001

hassasiyetle calisan Gec Avery marka analitik terazi kullanilmistir.

3.1.1.2. Saf Su Cihaz1

Analizler sirasinda kullanilan su Nive marka NS 112 model su destile

cihazindan saglanmistir.

3.1.1.2. Doner Buharlastiric

Deneysel calisma sirasinda metanoliin ugurulmasi i¢in Bibby RE 301xRE 300
marka cihaz RE 100 EA adaptorii ile kullanilmistir.

3.1.1.2. Manyetik Karistirici

Deneysel calisma sirasinda Orneklerin ekstrakte edilebilmesi icin Chiltern

marka HS31 model manyetik karistiricili 1sitic1 kullanilmastir.

3.1.2. Cahsmada Kullamlan Meyveler

Analiz edilmesine karar verilen ahududu cesitleri; Heritage, Aksu kirmizisi,
Hollanda boduru, Newburgh, Rubin Bursa’nin Kestel il¢esi, Gozede kdyiinde yer alan
bahgelerden bogiirtlen cesitlerinden Bursa 1 ve Bursa 2 Bursa'nin Kestel ilgesi, Gozede
koylinde yer alan bahcgelerden, Jumbo ve Chester Bursa’min Kestel ilgesi, Aksu
koyiinde yer alan bahcelerden temin edilmistir. Ahududu ve bogiirtlen cgesitlerine ait

renk ozellikleri Cizelge 3.1.2.1° de verilmistir.
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Cizelge 3.1.2.1. Ahududu ve bogiirtlen gesitleri ve renk 6zellikleri

Cegsitler | Renk
Ahududu
Heritage Kirmizi
Aksu Kirmizisi Acik kirmiz1
Hollanda Boduru Kirmizi
Newburgh Kirmizi
Rubin Kirmizi
Bogiirtlen
Bursa 1 Kirmizi-Siyah
Bursa 2 Kirmizi-Siyah
Jumbo Kirmizi-Siyah
Chester Kirmizi-Siyah

3.1.3. Calismada Kullamlan Kimyasallar ve Cozeltiler

3.1.3.1. Kimyasallar

3.1.3.1.1. Analitik Safliktaki Kimyasallar

- Merck, 1.06007.2500, Metanol

- Merck, 1.11727.2500, Etanol

- Merck, 1.00030.2500, Asetonitril

- Merck, 1.00264.1000, Formik asit

- Merck, 1.08681.2500, Ksilen

- Merck, 1.06393.1000, Sodyum karbonat

- Merck, 1.06469.1000, Sodyum hidroksit

- Merck, 1.02791.1000, Bakir siilfat

- Merck, 1.08087.1000, Sodyum potasyum tartarat
- Merck, 1.065490.100, Sodyum nitrit

- Merck, 1.01084.1000, Aliiminyum kloriir hekza hidrat
- Merck, 1.04936.1000, Potasyum kloriir

- Merck, 1.06268.1000, Sodyum asetat

- Merck, 1.02733.1000 Bakar kloriir

- Merck, 1.01116.1000Amonyum asetat



59

- Merck, 1.00495.0500, Okzalik asit

- Merck, 8.18401.0500, Potasyum persiilfat

- Merck, 1.00314.2500, Derisik hidroklorik asit, %37, d=1.19 g/mL, M=36,46
g/mol

3.1.3.1.2. Diger Kimyasallar

- Fluka, 45140, Ellagik asit

- Fluka, 70050, Mirisetin

- Merck, 822029, Kafeik asit

- Merck, 800237, p-Kumarik asit

- Merck, 822070, Ferulik asit

- Merck, 821840, p-Hidroksibenzoik asit

- Merck, 841533, Protokatekuik asit

- Sigma—Aldrich, G7384, Gallik asit

- Sigma—Aldrich, 337951, Kuersetin hidrat

- Sigma—Aldrich, K0133, Kamferol

- Sigma—Aldrich, C-1251, (+)-Katesin hidrat

- Sigma—Aldrich, F9252, Folin-Ciocalteu fenol reaktifi

- Merck, 1831, L-Askorbik asit

- Merck, 102968, Neokuproin reaktifi

- Sigma-Aldrich, D1878, 2,6-Diklorofenolindofenol boya reaktifi

- Sigma-Aldrich, A1888, 2,2-azino-di-(3-ethylbenzothialozine-sulphonic acid)
(ABTYS)

- Sigma—Aldrich, D9132, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radikali (DPPH")

3.1.3.1.3. Sarf Malzemeler

- 10-100 pl araliklt mikropipet (Eppendorf)

- 100-1000 pl araliklt mikropipet (Eppendorf)
- 500-5000 pl araliklt mikropipet (Eppendorf)



60

3.1.3.2. Cozeltiler

3.1.3.2.1. Standart Fenolik Bilesikler ile Kalibrasyon Cozeltilerinin

Hazirlanmasi

Siv1 kromatografisi kiitle spektrometresi i¢in standart fenolik bilesikler ile
kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlandi. 100 mg/L stok ¢6zelti kullanilarak ellagik asit, kafeik
asit, ferulik asit, para-kumarik asit, para-hidroksibenzoik asit, protokatekuik asit,
kuersetin, mirisetin, kamferol, (+)-katesin ve kuersetin-3-p-D-glukozit standart fenolik
bilesikler icin 0,1; 0,5; 1; 5; 10 ve 20 mg/L standart ¢ozeltileri hazirlanmistir.
Ekstraksiyon metodunun % verim degerinin ve uygulanan analitik metodunun
validasyonun hesaplanabilmesi icin 10 mg/L ana stok ¢o6zelti hazirlanmistir. Bu
cozeltiden %verim degerinin hesaplanmasinda icerisinde 1 mg/L standart madde iceren
ekstraktlar kullamilmistir. Uygulanan analitik metodun validasyonunda kullanilan
cozeltiler ana c¢ozelti kullamlarak herbir standart fenolik bilesik icin 0,1 mg/L

derisimine sahip ¢ozeltilerdir.

3.1.3.2.2. Asidik Hidroliz icin Kullamlan Cozelti

Calismada orneklerin asidik hidrolizi icin derisik hidroklorik asitten (%37,
d=1,19 g/mL, M=36,46 g/mol) 50 mL alinarak saf su ile 100 mL seyretilmis ve

konsantrasyonu 6 mol/L olan ¢6zelti hazirlanmistir.

3.1.3.3.  Ultraviyole Goriiniir Bolge Spektrofotometresi Olciimlerinde

Kullanmlan Cozeltilerin Hazirlanmasi

e 0,1 M sodyum hidroksit ¢ozeltisi: 0,4000 g NaOH suda ¢oziilerek 100 mL saf
su ile seyreltilmistir.

* %2 sodyum karbonat ¢ozeltisi: 2,0000 g Na,COs suda ¢oziilerek 100 mL saf su
ile seyreltilmistir.

e 9%0,5 bakir siilfat ve %1 sodyum potasyum tartarat ¢ozeltisi: 0,5000 g CuSO, ve
1,0000 g sodyum NaKC4H4Og suda ¢oziilerek 100 mL saf su ile seyreltilmistir.
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%5 sodyum nitrit ¢ozeltisi: 5,0000 g NaNO, suda ¢oziilerek 100 mL’ ye saf su
ile seyreltilmistir.

%10 aliiminyum kloriir ¢ozeltisi: 10,0000 g AlCIl;.6H,0O suda c¢oziilerek 100
mL’ ye saf su ile seyreltilmistir.

1 M sodyum hidroksit ¢ozeltisi: 4,0000 g NaOH suda ¢oziilerek 100 mL’ ye saf
su ile seyreltilmistir.

0,025 M pH=1,0 potasyum kloriir ¢ozeltisi: 0,1900 g KCl suda coziilerek 100
ml ye saf su ile seyreltilir.

0,4 M pH=4,5 sodyum asetat tampon ¢ozeltisi: 5,4400 g CH3CO,Na.3H,0 suda
coziilerek 100 ml ye saf su ile seyreltilir.

2,6-Diklorofenolindofenol, boya maddesi ¢Ozeltisi: 2,6-
diklorofenolindofenol’iin sodyum tuzundan 0,0500 g, 200 mL’lik olgiilii
balonda, 42 mg NaHCOj; igeren 150-ml sicak (SOOC - 600C) suda ¢oziiliir, 200
mL’ ye saf su ile seyreltilmistir.

%2 okzalik asit c¢ozeltisi: 2,0000 g okzalik asit: 2 g H,C,04.2H,0O suda
coziilerek 100 mL’ ye saf su ile seyreltilmistir.

1000 mg/L askorbik asit standart ¢ozeltisi: 0,0500 g askorbik asit hazirlanan %?2
lik okzalik asit ¢cozeltisi ile ¢oziilerek 100 mL’ye seyreltilmistir.

Sodyum Asetat/Asetik Asit Tampon Cozeltisi (pH=4,0): Susuz sodyum asetatin
300 g’1, 700 ml su ve 1000 ml buzlu asetik asit karisimina ilave edilerek
hazirlanir.

1x10® M DPPH c¢ozeltisi: 0,0394 g DPPH metanolde ¢oziilerek 100 mL’ye
metanol ile seyreltilmistir.

7mM ABTS c¢ozeltisi: 0,1920 g ABTS tartilir suda ¢oziiliir 0,0331 g K,S,0s ile
ilave edilerek karistirilir 50 mL ye saf su ile seyreltilir, karanlikta 12-16 saat
bekletilir.

1.0x10% M bakir kloriir cozeltisi: 0,4262 g CuCl,.2H,0 suda ¢oziilerek 100
mL’ ye saf su ile seyreltilmistir.

7.5%10° M neokuproin c¢ozeltisi: 0.0390 g neokuproin %96’lik etanolde
coziilerek 25 ml ye etanol ile seyreltilir.

1M, pH=7,0 amonyum asetat tampon cozeltisi: 19,27 g NHsAc suda ¢oziilerek

250 ml ye saf su ile seyreltilir.
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3.2. YONTEM

3.2.1. Meyvelerin Toplanmasi ve Analize Hazirlanmasi

Tez kapsaminda analiz edilen Aksu kirmizisi, Rubin, Newburgh, Heritage ve
Hollanda boduru ahududu cesitleri ile Bursa 1, Bursa 2, Jumbo ve Chester bogiirtlen
cesitleri teknolojik olum safhasinda hasat edilmistir. Hasat edilen ahududu ve bogiirtlen
cesitleri 0,5 kg’Iik plastik (polisitren) kutulara yerlestirilmistir. Hasat edilen meyvelerin
bir kismu ticari bir depoda statik tiinel’de -35°C’de dondurulduktan sonra -22°C de
muhafaza edildiler. Ahududu ve bdgiirtlen cesitleri hasat edilir edilmez,
dondurulduktan hemen sonra ve dondurulduktan 6 ay sonra hazirlanan asitili su ve
asitli metanol ekstraktlar1 tizerinde fenolik bilesiklerinin kalitatif ve kantitatif tayinleri

icin LC-MS teknigi kullanilarak analize tabi tutulmuslardir.
3.2.2. Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonu
Ahududu ve bogiirtlen cesitlerinin fenolik bilesikleri asitli metanol ve asitli su

olmak iizere iki ayr1 ekstraksiyon metodu ile tayin edilmistir. Orneklerin ekstraksiyonu

sirasinda uygulanan iglemler sirasiyla soyledir:



63

[ Metanol ekstrakti I Su ekstrakti ]

A 4 A

[ Yaklagik 5,0000 g 6rnek tartilir.

A 4

N
[ Yaklasik 0,0800 g askorbik asit ilave

edilir.

ilave edilir. ilave edilir.

l i

[ Azot gazi ile muamele edilir. ]

[ 40 mL metanol ve 10 mL 6 mol/L HC1 I 40 mL saf su ve 10 mL 6 mol/L. HC1 }

A A 4

[ Karanlikta oda sicakliginda 16 saat siireyle manyetik karistiricida ekstrakte edilir. ]

| |

15 mL metanol ekstrakt: 30 °C Su ektrakt1 direk ekstrakt iizerinden
sicakliktaki su banyosunda doner analiz edilir.
buharlastirict ile 3,5 mL kalincaya kadar

A 4 A 4

0.45 pm kalinligindaki filtreden siiziiliir ve
LC-MS ile analiz yapilir

3.2.3. Sivi Kromatografisi Kiitle Spektrometresi Calisma Kosullari

Ahududu ve bogiirtlen cesitlerinde fenolik bilesikler LC-MS ile analiz edildi.
Fenolik bilesiklerin LC-MS ile analizinde iyon kaynagi olarak elektrosprey iyonlagma,
iyon modu olarak pozitif mod ve kolon olarak Zorbax SB C18 LC-MS kolonu
(50mmx4.6mm, i.d. 1.8 pm film kalinlig1) ile 10 pL lik enjeksiyon hacminde 0,2 ml/dk
akis hiz1 ile caligildi. Analiz sirasinda asetonitril ve %1 lik sulu formik asitten olusan
gradient coziicii programi uygulandi. LC-MS icin analiz calisma kosullart Cizelge

3.2.3.1.’de verilmistir.
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Cizelge 3.2.3.1. LC-MS i¢in analiz calisma kosullar

Siire (dk) LC-MS calisma kosullar

0 %70 %1 lik formik asit, %30 asetonitril
7 %70 %1 lik formik asit, %30 asetonitril
8 %50 %1 lik formik asit, %50 asetonitril
27 950 %1 lik formik asit, %50 asetonitril
27.10-30.00 %70 %1 lik formik asit, %30 asetonitril

3.2.4. Ekstraksiyon Metotlar1 icin Geri Kazanim Testleri

Ahududu ve bogiirtlen cesitlerinde analiz edilen fenolik bilesiklerin her biri icin
standart cozeltiler hazirlandi. Her bir fenolik bilesik icin uygulanan ekstraksiyon
metodunun % geri kazanim degeri, analiz sonunda Orneklerde tayin edilen her bir

fenolik bilesik icin LOD ve LOQ degeri hesaplandi.

3.2.5. Ultraviyole Goriiniir Bolge Spektrofotometresi Olciimleri

Ahududu ve bogiirtlen cesitlerinin asitli su ve asitli metanol ekstraktlarinda
toplam fenol, toplam flavonoid, toplam antosiyanin ve askorbik asit icerikleri

ultraviyole goriiniir bolge spektrofotometresi ile yapilmistir.

3.2.5.1. Toplam Fenol Tayini

Elde edilen asitli su ve asitli metanol ekstraktlarinin toplam fenol tayinleri bazik
ortamda Folin Ciocalteu fenol reaktifi kullanilarak yapilmistir (Giiglii ve ark. 2006). 0,1
mol/L NaOH icinde %?2’lik Na,CO; olacak sekilde Lowry A c¢ozeltisi ve %]1’°lik
NaKC4H4Og icinde %0,5 CuSQO, olacak sekilde Lowry B ¢ozeltisi hazirlanir. Lowry A
ve Lowry B 50:1 (v/v) oraminda karistirilarak Lowry C ¢ozeltisi hazirlanir. Deney
tiiplerine x mL 6rnek/standart konur. Uzerine (2-x) mL saf su ve 2,5 mL Lowry C ilave
edilerek karigtirilir, 10 dk beklenir. Siire sonunda 1:3 oraninda su ile seyreltilmis Folin
reaktifinden 0,25 mL ilave edilerek karigtirilir ve karanlikta, oda sicakliginda 30 dk

bekletilir. 30 dk sonunda olusan mavi renk 750 nm dalga boyunda Orneklerin ve
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standartlarin absorbans degerleri okunur. Toplam fenol tayini ¢alismalarinda standart
madde olarak gallik asit kullamilir. Kalibrasyon grafigi i¢cin 5-50 mg/L konsantrasyon
araliginda gallik asit ¢ozeltileri hazirlanir. En kiiciik kareler yontemiyle dogru denklemi
hesaplanir. Ekstraktlar icin toplam fenol miktarlar1 hesaplanan kalibrasyon denklemi

kullanilarak mg gallik asit/100 g drnek olarak ifade edilir.

3.2.5.2. Toplam Flavonoid Tayini

Toplam flavonoid igerigi Zhishen ve ark. min (1999) uyguladigi kolorimetrik
metotla tayin edilmistir. Metanol ekstraktlarindan 2,5 mL, su ekstraktlarindan 2 mL
almarak 0,15 mL % 5 lik NaNO, ¢ozeltisi ile karigtinlir. 6 dk beklenir ve 0,15 mL
AlCl; ilave edilerek 6 dk daha bekletilir. Siire sonunda deney tiipiindeki ¢ozeltiye 2 mL
1 mol/LL NaOH cozeltisi eklenir ve toplam hacim 5 mL olacak sekilde saf su ile
tamamlanir. 15 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra 510 nm dalga boyunda
absorbans degeri okunur. Toplam flavonoid tayini caligmalarinda standart madde
olarak (+)-katesin kullanilir. Kalibrasyon grafigi icin 0,5-15 mg/L konsantrasyon
araliginda (+)-katesin cozeltileri hazirlanir. En kiiciik kareler yontemiyle dogru
denklemi hesaplanir. Ekstraktlar i¢in toplam flavonoid miktarlann hesaplanan

kalibrasyon denklemi kullanilarak mg (+)katesin/100 g 6rnek olarak ifade edilir.

3.2.5.3. Toplam Antosiyanin Tayini

Ekstraklarin toplam antosiyanin miktar1 pH farki metodu kullanilarak
yapilmistir. Bu metot icin 0,025 mol/L pH=1,0 potasyum kloriir ¢tzeltisi ve 0,4 mol/L.
pH=4,5 sodyum asetat tampon ¢ozeltisi hazirlanir. Her bir x mL. meyve ekstaktinin pH
degeri 1,0 ve 4,5 olacak sekilde hazirlanan tampon ¢ozeltiler kullanilarak ayarlanir.
Harcanan tampon hacminin degeri ekstraktlar icin seyrelme faktorii olarak kaydedilir.
30 dk beklenir ve siire sonunda hazirlanan herbir 6rnek icin 510 ve 700 nm dalga

boyunda absorbans degerleri 6l¢iiliir. Okunan absorbans degerleri

A= (As10-A700)pH1.0- (As10-A700)pHa s (3.2.5.3-1)
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mg siyanidin-3-glukozit/100 g= A5 1(100 xM (3.2.5.3-2)
EX

esitliginde yerine konarak herbir ekstrakt icin absorbans degeri bulunur. Siyanidin-3-
glukozit icin molekiil agirhigi 449.2 g/mol, molar soniim katsayis1 26900, kuvet
genisligi 1 cm olarak alinir. Elde edilen degerler esitlitlikte yerine konur. Ekstraktlar

icin toplam antosiyanin degeri mg siyanidin-3-glukozit/100 g 6rnek olarak verilir.

3.2.5.4. Askorbik Asit Tayini

Ahududu ve bogiirtlen orneklerinden elde edilen ekstraktlarin askorbik asit
icerigi TS 6397 standart metoda gore ekstraktlarimiza uygun sekilde modifiye edilerek
spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Analiz tiiplerine x mL ekstrakt ve bu miktarin
5 kat1 kadar okzalik asit ¢ozeltisi konur ve kuvvetlice karistirilir. Eklenen okzalik asit
cozeltisi kadar tampon cozeltisi ilave edilir. Hemen ¢ozeltideki askorbik asidi
indirgeyecek miktardan daha fazla miktarda boya maddesi cozeltisi (Vo) konulur,
karistiritlir ve 10 mL ksilen ilave edilir. Tiipiin kapagi kapatilarak 6-10 saniye siddetle
calkalanir. Fazlar1 ayirmak i¢in santrifiij edilir. Dikkatle iistteki ksilen fazi alinir ve 500
nm de absorbans degeri okunur. Kalibrasyon grafigi ornek tiipiine esit miktarda
ekstraksiyon ¢ozeltisi, her tiipe esit miktarda tampon ¢ozelti ve tiiplere sirasiyla 0,2;
0,4; 0,6; 0,8 ve 1 mL boya ¢ozeltisi ve her tiipe 10 mL ksilen eklenir. Fazlarin
ayrilamast i¢in tiipler santrifiijlenir ve {stteki ksilen fazi alinarak 500 nm dalga
boyunda absorbansa karsi ilave edilen boya maddesi ¢ozeltisi hacmi (mL) cizilerek
hazirlanir. Diger islem boya maddesi ¢ozeltisinin ayarlanmasidir. Hazirlanan askorbik
asit standart ¢ozeltisinden 5 mL alinarak 5 mL okzalik asit ¢ozeltisi ile seyreltilir ve
hemen boya maddesi ¢o6zeltisi ile meydana gelecek sarimsi pembe renk en az 5 saniye
sabit kalana kadar titre edilir. Askorbik asit standard ¢ozeltisinden alinan 5 mL yerine,
okzalik asit ¢ozeltisinden 5 mL kullamlarak, ayni islemler yapilmak suretiyle boya

maddesi ¢ozeltisinin ayarlanmasindaki tanik deney yapilir. Islem sonunda
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titrasyonunda kullanilan boya maddesi ¢ozeltisi hacimlerinin herbirinden tanik deney
sonucu ¢ikartilir ve boya maddesi ¢6zeltisinin 1 mL’ sine karsilik gelen askorbik asit
miktar1 mg olarak bulunur. Ekstraktlar icin askorbik asit degeri mg askorbik asit/100 g

ornek olarak hesaplanir.

V, =V))xm,

Askorbik asit miktart (mg/100 g)= x100 (3.2.5.4-1)

my,

Burada;

my = Deney numunesi ¢ozeltisinden tayin i¢in alian kisimdaki deney numunesi
kiitlesi, g

m;= Boya maddesi ¢6zeltisinin 1 ml’sine esdeger askorbik asit kulesi, mg

Vo = Ornek tiipiine ilave edilen boya maddesi ¢ozeltisinin hacmi, mL

Vi = Ornegin olgiilen absorbansma karsilik kalibrasyon egrisinden okunan boya

maddesi fazlasinin hacmi, mL

3.2.5.5. Antioksidan Aktivite Tayin Metotlar:

Ahududu ve bogiirtlen cesitlerinin asitli su ve asitli metanol ekstraktlarinda
antioksidan aktivite tayinleri ABTS, DPPH ve CUPRAC olmak iizere ii¢ farkl1 yontem

kullanilarak ultraviyole goriiniir bolge spektrofotometresi ile yapilmistir.

3.2.5.5.1. ABTS Metodu

Meyvelerden elde edilen fenol ekstraklarinin antioksidan aktivitesi ABTS
metodu kullanilarak yapilmistir. ABTS metodunda 7mM ABTS sulu ¢6zeltisi 2,45 mM
K5,S,0g ile kanistirilarak karanlikta 12-16 saat bekletilir. Siire sonunda elde edilen
ABTS ¢ozeltisi % 96’lik etanolle 1:10 oraninda seyreltilir. 4 mL etanol ve 1 mL ABTS
karistirilarak 6. dk sonunda 734 nm dalga boyunda kor 6rnek i¢in absorbans degeri
okunur (Ays). Her bir ekstrak ya da fenol bilesiginden x mL alinir tizerine (4-x) mL

etanol ve 1 mL ABTS c¢ozeltisi ilave edilerek karistirilir, 6.dk sonunda 734 nm de
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absorbans degeri okunur (Agmek)- Olgiimler sonucunda hem de ekstraklar hem de

fenolik bilesikler icin % inhibisyon degerleri hesaplanir.

% inhibisyon= At = Aumet o100 (35.5.5.1-1)

kir

Kalibrasyon grafigi 0,00625-0,05000 mg araliginda troloks cozeltileri ile ¢izilir ve bu
grafikten yararlanilarak ekstraklarin antioksidan aktivite tayinleri pmol troloks/g 6rnek

olarak hesaplanir.
3.2.5.5.2. DPPH Metodu

Ekstraklar {izerine uygulanan diger antioksidan aktivite tayin yontemi fenolik
bilesiklerin serbest radikalleri Onleme yetenegini Olcebilen DPPH kullanilarak
methanol icinde gerceklesen reaksiyonun spektrofotometrede 515 nm’de Olciilmesiyle
yapilmistir. Fenol ya da ekstrak ¢ozeltilerinden alinan x mL 6rnek metanol icinde
icinde hazirlanmis ImM DPPH c¢o6zeltisinin 0,18 mL ile kanstirilir, toplam hacim
metanol ile 3 mL ye tamamlanir ve karnstinlir. Test tiip icerisindeki DPPH
konsantrasyonu 6x10” M dir. 30 dk karanlikta bekletilir ve siire sonunda 515 nm dalga
boyunda absorbans degeri okunur (Asmex). Ayni islem ekstrak/fenol ilavesi yapilmadan
kor ornek i¢in 0,18 mL DPPH ve (3-0,18) mL metanol ilavesi ile tekrarlanir ve okunan

absorbans degeri Ays; olarak kaydedilir. Ekstraklarin % inhibisyon degeri hesaplanir.

% Tnhibisyon= e ~Aoma 00 (3.5.55.2-1)

kor

Troloks standart maddesinin 0,0027-0,0080 mg degeri ile % inhibisyon arasinda ¢izilen
kalibrasyon grafigi yardimiyla ekstratlarin antioksidan aktivite tayinleri pmol troloks/g

ornek olarak hesaplanir.
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3.2.5.5.3. CUPRAC Metodu

Gelistirilen spektrofotometrik metot, antioksidan ¢o6zeltisinin, bir bakir(Il)
kloriir ¢6zeltisi, neokuproinin alkoldeki ¢ozeltisi ve pH 7 amonyum asetat sulu tampon
cozeltisi ile karistirilmasi ve ardindan olusan Cu(I)-neokuproin kelatinin absorbansinin
450 nm de okunmasim icerir. Deneysel ¢calismada, 1 mL Cu(Il) kloriir ¢6zeltisi, 1 mL
neokuproin alkoldeki ¢ozeltisi ve 1 mL amonyum asetat (pH=7 tamponu) ¢ozeltileri
karistirilir, iizerine x mL ekstrak, (4-x) mL saf su ilave edilir. Islemi takip eden 30
dakika sonunda icerisinde antioksidan bulunmayan 6rnege kars1 450 nm’de absorbans
degerleri okunur. Kalibrasyon grafigi icin 0,0073-0,0430 mg araliginda troloks
cozeltileri hazirlanmistir. En kiiciik kareler yontemiyle dogru denklemi hesaplanir.
Ekstraktlar icin antioksidan aktivite degeri hesaplanan kalibrasyon denklemi

kullanilarak pmol troloks/g 6rnek olarak hesaplanir.

3.2.6. istatistik Analiz Yontemi

Ahududu ve bogiirtlen cesitlerinin LC-MS ile tayin edilen fenolik bilesik
miktarlarinin ve UV-vis ile tayin edilen toplam fenol, toplam flavonoid, toplam
antosiyanin, askorbik asit ve antioksidan aktivite degerlerinin istatistiksel analizleri
Minitab ve MSTAT-C programlar kullanilarak yapilmistir. Elde edilen sonuglara gére

cesitler arasindaki farklar ve benzerlik belirlenmistir.

3.2.7. Korelasyon Degerlerinin Hesaplanmasi

Ahududu ve bogiirtlen cesitlerinin UV-vis ile tayin edilen toplam fenol, toplam
flavonoid, toplam antosiyanin ve askorbik asit ile ABTS, DPPH ve CUPRAC metotlari
ile tayin edilen antioksidan aktivite degerleri arasindaki belirlenen korelasyon
Microsoft Excel programi kullanilarak yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore fenolik

icerik ile antioksdian aktivite arasindaki iligki belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI

4.1. LC-MS Sonuglari

4.1.1. Standart Fenolik Bilesiklerin LC-MS Sonuclari

Standart fenolik bilesikler (20 mg/L) metanolde ¢o6ziildii ve Bolim 3.2.3 de

belirtilen ¢alisma kosullarinda LC-MS ile analizi yapildi. Her bir fenolik bilesigin LC-

MS kromatogramlar1 ve spektrumlar1 alindi. Sekil 4.1.1.1°de fenolik bilesiklerin LC-
MS kromatogramlari, Sekil 4.1.1.2a-Sekil 4.1.1.21" de LC-MS spektrumlari verilmistir.

Cizelge 4.1.1.1°de her bir fenolik bilesiklerin alikonma zamani, molekiil agirligi ve

parcalanma iiriinleri gosterilmistir.
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Sekil 4.1.1.1. Standart fenolik bilesiklerin LC-MS kromatogrami. 1, Ellagik asit; 2, p-
Hidroksibenzoik asit; 3, Protokatekuik asit; 4, Kafeik asit; 5, p-Kumarik asit; 6,

Ferulik asit; 7, Kuersetin; 8, Kamferol; 9, (+)-Katesin; 10, Mirisetin.
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Sekil 4.1.1.2 e) para-Hidroksibenzoik asidin LC-MS kiitle spektrumu, tg: 3,7 dk
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Cizelge 4.1.1.1. Standart fenolik bilesiklerin alikonma zamani, molekiil agirligi ve

parcalanma {iriinleri

Fenolik Bilesikler Allkonma Molekiil [M+H]* | Parcalanma
zamam (dk) | agirhg (g/mol) iyonlari
(+)-Katesin 3.1 290 291 -
Protokatekuik asit 3.2 154 155 -
Ellagik asit 34 302 303 259, 279
Kafeik asit 34 180 181 163
para-Hidroksibenzoik asit 3.6 138 139 121
para-Kumarik asit 4.3 164 165 147
Ferulik asit 4.6 194 195 177
Mirisetin 5.1 318 319 -
Kuersetin 9.3 302 303 -
Kamferol 15.4 286 287 -

4.1.2. Ahududu ve Bogiirtlen Cesitlerinin LC-MS Sonuclar:

Ahududu ve bogiirtlen cesitlerinde bulunan fenolik bilesikler kalitatif ve

kantitatif olarak LC-MS ile analiz edildi. Ekstraksiyon metotlarinin ve muhafaza

stirelerinin ahududu c¢esitlerinin fenolik bilesikleri iizerine etkileri Sekil 4.1.2.1°de,

ise Sekil 4.1.2.2°de

bogiirtlen c¢esitlerinin fenolik bilesikleri

tizerine etkileri

Ozetlenmistir. Cizelge 4.1.2.1 su, Cizelge 4.1.2.2 metanol ile ekstrakte edilen ahududu

cesitlerinin fenolik bilesik iceriklerinin muhafaza siiresine gore degisimlerini

gostermektedir. Cizelge 4.1.2.3 ve Cizelge 4.1.2.4 ise bogiirtlen cesitlerinin fenolik

bilesik iceriklerinin muhafaza siiresine gore degisimleri goriilmektedir.
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Sekil 4.1.2.1. Ekstraksiyon metotlarinin ve muhafaza siirelerinin ahududu ¢esitlerinin
fenolik bilesikleri {izerine etkileri

Konsantrasyon (mg/kg meyve)

EA FA KA p-KA p-HBA KU

Fenolik Bilesgikler
Taze Urindn su ekstrakti @ Ik dondurulmus Griiniin su ekstrakti
m 6 ay sireyle dondurulmus Urinin su ekstrakti B Taze Urinin metanol ekstrakti
0 Ik dondurulmug Griiniin metanol ekstrakti [@ 6 ay sureyle dondurulmus Griiniin metanol ekstrakti

Sekil 4.1.2.2. Ekstraksiyon metotlarinin ve muhafaza siirelerinin bogiirtlen gesitlerinin
fenolik bilesikleri {izerine etkileri
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Cizelge 4.1.2.1. Ahududu 6rneklerinde su ekstrakt1 ile tayin edilen fenolik bilesiklerin muhafaza siirelerince degisimleri (mg/kg meyve)

EA FA KA p-KA p-HBA PA KU KAM | MR | (+)-KAT
Aksu Kirmizisi
Taze 1018,75£2016b | 683,18+1,58b | 349,61+ 11,42e | 361,68+7,28a | 534,20+8,95a X X X X X
Tk donmus 420,68+1,12h 421,930,371 148,21+ 7,06 259,76£7,29d| 228,23+6,25e X X X X X
6.ay 518,30+8,61fg 481,18+5,15h | 321,15+ 10,80f | 319,78+6,46b | 114,30+6,40j X X X X X
Newburgh
Taze 898,51+17,12¢ | 820,78+10,65a 754,85+2,18a 303,76+8,47¢ | 453,91+2,69b X X X X X
Tk donmus 392,76+8,50h 531,81+2,58g 384,67+7,30d 185,58+1,47f | 260,02+5,07d X X X X X
6.ay 558,56+1,51f 588,44+7,55e 561,43+5,41b 251,81+1,74de | 147,29+2,661 X X X X X
Rubin
Taze 727,90+9,21d 620,81+7,36d 202,77+8,5% 142,63+4,91g | 234,63+1,40e X X X X X
Tk donmus 214,50+5,701 404,31+4,11j 9,03+1,801 107,90+3,461 187,28+4,13g X X X X X
6.ay 492,22+48,71g 539,97+11,10g 114,05+1,88k 129,97+4,10h | 170,43+6,19h X X X X X
Heritage
Taze 1350,36+13,85a | 645,49+2,50¢ 545,42+1,93bc 243,11£3,60e | 233,29+7,57e X 46,97+0,32b X X X
Tk donmus 547,65+6,39f 270,034,701 285,22+4,14¢g 113,983,451 107,85+4,48j X 38,82+0,37¢ X X X
6.ay 675,21+£2,97e 558,47+1,53f 530,91£1,10¢ 180,35+5,97f 66,07+3,66k X 57,34+2,65a X X X
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Cizelge 4.1.2.1’indevami

Hollanda EA FA KA p-KA p-HBA PA KU KAM | MR (+)-KAT
Boduru

Taze 864,24+3,63¢ | 338,27+5,68k | 223,03+1,37h | 258,91+3,65d 401,97£1,20¢ X 27,31+0,27e X X X

Tk donmus 522,09+4,06fg | 250,38+2,20m | 157,01£1,56j | 135,11£3,31gh | 209,11+2,18f X | 35,24+2,40d X X X
6.ay 549,95+4,12f | 133,35+£3,90n | 104,94+2,77k | 116,52+1,58 162,18+1,54h x | 48,35+0,89b X X X
LSD (p<0.01) 50,46* 14,89* 19,32* 10,67* 11,36* X 2,17%* X X X
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Cizelge 4.1.2.2. Ahududu 6rneklerinde metanol ekstrakti ile tayin edilen fenolik bilesiklerin muhafaza siirelerince degisimleri (mg/kg meyve)

EA FA KA p-KA | p-HBA PA KU KAM MR (+)-KAT
Aksu Kirmizisi
Taze 298,81+4,28b 153,53£2,54b | 232,54+4,53c X X X X X X X
Ik donmus 135,69+4.81j 126,00+2,04d 134,762,971 X X X X X X X
6.ay 222,07+1,52ef X 226,33+3,86¢cd X X X X X X X
Newburgh
Taze 232,24+11,03d 173,58+3,67a 264,08+1,21a X X X X X X X
Ik donmus 113,16+6,13k 103,23+3,51e 135,24+3,30l X X X X X X X
6.ay 180,92+2,37h X 186,67+8,73e X X X X X X X
Rubin
Taze 188,64+1,46gh 106,43+1,50e 169,52+3,30f X X X X X X X
Ik donmus 98,00+5,161 91,33+2,63f 93,33+3,301 X X X X X X X
6.ay 134,24+1,15j X 149,67+4,18¢g X X X X X X X
Heritage
Taze 315,23+7,97a 145,21£1,32¢ | 245,36+4,46b X X X 68,70£2,51b X X X
Tk donmus 162,70£2,721 80,38+1,78g | 144,76+3,30gh X X X 50,54+1,35d X X X
6.ay 214,09+3,12f X 219,05+3,30d X X X 86,28+3,37a X X X
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Cizelge 4.1.2.2° in devam

Hollanda Boduru EA FA KA p-KA | p-HBA | PA KU KAM | MR | (+)-KAT
Taze 274,01£1,41c¢ 90,11+2,27f 152,38+3,30g X X X 42,26+1,20e X X X
Ik donmus 192,02+2,07g 46,25+1,53h 123,81+£3,30j X X X 56,83%1,82¢ X X X
6.ay 231,63+4,50de X 107,76+9,15k X X X 68,31£3,12b X X X
LSD (p<0.01) 50,46* 14.89* 19,32* X X X 2,92% X X X
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Cizelge 4.1.2.3. Bogiirtlen drneklerinde su ekstrakti ile tayin edilen fenolik bilesiklerin muhafaza siirelerince degisimleri (mg/kg meyve)

EA FA KA p-KA p-HBA | PA KU KAM | MR | (+)-KAT

Bursa 1

Taze 1630,35+28,63b | 413,82+11,90e | 337,89+4,40e | 287,15+2,93¢g X X 56,78+2,32f X X X
Tk donmus 1269,75£13,54f | 189,37+1,30i | 218,01+4,41h 91,30+1,241 X X 67,79+2,82e X X X
6.ay 1550,0£27,47¢ 125,09+3,49j 326,93+4,69f | 115,89+10,09k X X 45,30+5,90g X X X
Bursa 2

Taze 1555,13£18,40c | 475,16+£3,41c | 690,31+4,34b | 582,94+5,98d X X 65,10£1,55de X X X
Tk donmus 1058,17+6,76g 391,63+3,60f | 407,04+3,73d | 237,84+4,98i X X 45,86+1,49g X X X
6.ay 683,93+14,40h 113,334£5,77j | 366,79+2,93e 193,97+43,12j X X 34,86+2,23h X X X
Chester

Taze 1828,07+£23,73a | 537,83+5,16b | 736,85+6,93a | 877,45+1,26a X X 74,69+2,71c X X X
Ik donmus 1458,60+23,50d | 331,01+3,57g | 511,07+4,71c | 765,54+13,19¢ X X 87,45+2.74b X X X
6.ay 1239,71£11,97f | 189,37+4,57i | 337,66+14,68f | 823,80+7,88b X X 102,50£1,33a X X X
Jumbo

Taze 1639,59+27,14b | 757,69+4,34a | 504,94+2,68c | 383,96+5,92e X X 60,74+1,97ef X X X
Tk donmus 1522,83£16,33¢ | 450,66+6,96d | 280,29+1,20g | 267,30+1,57h X X 68,48+4,76d X X X
6.ay 1347,48+18,97e | 238,40+4,56h | 137,16+6,11i 354,87+5,75¢ X X 39,91+1,71h X X X
LSD (p<0.01) 54,76%* 14,62 12,30%* 13,12% X X 5,25% X X X
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Cizelge 4.1.2.4. Bogiirtlen 6rneklerinde metanol ekstrakti ile tayin edilen fenolik bilegiklerin muhafaza siirelerince degisimleri (mg/kg meyve)

EA FA KA p-KA | p-HBA PA KU KAM | MR | (+)-KAT

Bursal

Taze 492,67£13,91b | 112,60£2,99f | 351,65+11,77b X X X 79,66+3,90g X X X
Ik donmus 150,37+1,20j 92,7543,19g 249,68+6,96e X X X 88,78+2,97ef X X X
6.ay 299,29+4,38¢g 76,98+1,85h | 285,06+£12,00d X X X 65,76+3,19h X X X
Bursa 2

Taze 477,2249,87¢ 209,78+3,24¢ | 308,98+2,22¢ X X X 91,16+5,28de X X X
Ik donmus 246,73+2,70i 135,91+4,90e 225,93+3,67f X X X 82,09+1,44g X X X
6.ay 146,09+2,39j 63,68+1,59i 206,33+2,04¢g X X X 77,40+1,26g X X X
Chester

Taze 631,59+7,24a 224,91+4,74b | 479,55+5,60a X X X 102,00+1,59¢ X X X
Tk donmus 496,73+6,29b 164,11£9,38d | 227,51+3,73f X X X 113,70£1,72b X X X
6.ay 395,28+2,88e 114,98+2,51f 133,16+4,24i X X X 122,70+5,01a X X X
Jumbo

Taze 441,06+2,38d 236,49+1,35a | 213,69+5,36fg X X X 83,22+1,91fg X X X
Tk donmus 317,51+7,04f 133,88+4,67e | 163,49+4,76h X X X 95,74+2,04cd X X X
6.ay 263,08+5,04h 61,52+2,30i 111,92+1,79j X X X 77,63+1,59g X X X
LSD (p<0.01) 14,08* 8,42% 14,32* X X X 6,56* X X X
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Cizelge 4.1.2.1-Cizelge 4.1.2.3’ de ahududu ve bogiirtlen cesitlerinin su ve metanolde
ekstrakte edilen fenolik bilesikleri verilmistir. Elde edilen degerlerden fenolik bilesik
icerigi olarak ahududu ve bogiirtlen cesitleri arasinda farklilik oldugu goriilmektedir.
Ayrica hasat edilen cesitler en fazla fenolik bilesik miktarina sahipken donmusg
muhafaza siiresince fenolik bilesik miktarinda artis ya da azalis yoniinde degisim

oldugu gozlenmistir.

4.1.3. Istatistiksel Analiz Sonuclari

Ahududu ve bogiirtlen cesitlerinde LC-MS ile tayin edilen fenolik bilesiklerin
ekstraksiyon metotlari, muhaza siireleri ve ¢esitler arasindaki farklarin ve degisimlerin
istatistiksel degerlendirmesi Minitab ve MSTAT-C programlari uygulanarak
yapilmistir. Su ekstraklarinin ve taze meyvelerinin daha fazla fenolik bilesik icerigine
sahip oldugu ve cesitlerin de oldukca farkli fenolik icerige sahip olduklari tayin

edilmistir.

4.1.4. Analitik Metot Validasyonu

Ahududu ve bogiirtlen cesitlerinin fenolik bilesiklerinin miktarsal tayinlerinin
validasyonunda her fenolik bilesigin LOD (3s/m), LOQ (10s/m) (Cizelge 4.1.4.1) ve %
geri kazanim degerleri (Cizelge 4.1.4.2) hesaplanmistir. Burada s; tekrarlanan
deneylerinin standart sapma, m; kalibrasyon egrisinin egim degerini ifade etmektedir.
Analiz edilen fenolik bilesikler icin LOD 0,002-0,005 mg/kg ve LOQ 0,010-0,090
mg/kg arasinda degismektedir. Ahududu ve bogiirtlen cesitlerinde tayin edilen fenolik
bilesiklerin standartlarindan hazirlanan karisimin asitli su ekstraktina katilmasiyla
hazirlanan ekstraktta fenolik bilesiklerin ekstraksiyon verimi tayin edildi (Cizelge
4.1.4.2). Fenolik bilesiklerin geri kazanim c¢alismasit LC-MS ile yapildi. Fenolik
bilesiklerin ortalama geri kazanim degerlerinin ahududu cesitlerinde %70+1 (ellagik
asit)-91+2 (para-kumarik asit) bogiirtenle cesitlerinde ise %65+3 (para-hidroksibenzoik
asit)-92+1 (ferulik asit) arasinda degistigi bulunmustur. Ahududu cesitleri i¢in en diisiik

geri kazanim degeri %70+1 ellagik aside ait iken bogiirtlende ellagik asit %91+1 geri
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kazanim degerine sahiptir. Buna karsin para-hidroksibenzoik asit bogiirtlen ¢esitlerinde

9%65%3, ahududu cesitleri icin ise 88+1 geri kazanim degeri bulunmustur.

Cizelge 4.1.4.1. Standart fenolik bilesiklerin LOD ve LOQ degerleri

Fenolik Bilesikler LOD (mg/kg) LOQ (mg/kg)
Ellagik asit 0,030 0,090
Ferulik asit 0,010 0,030
Kafeik asit 0,002 0,010
p-Kumarik asit 0,010 0,030
p-Hidroksibenzoik asit 0,010 0,030
Protokatekuik asit 0,020 0,070
Kuersetin 0,004 0,010
Kamferol 0,004 0,010
Mirisetin 0,050 0,010
(+)-Katesin 0,010 0,020

Cizelge 4.1.4.2. Ahududu ve bogiirtlen cesitlerinde bulunan fenolik bilesiklerin % geri
kazanim degerleri

Geri kazamim (%) N=2

Fenolik Bilesikler Ahududu Bogiirtlen
Ellagik asit 701 91+1
Ferulik asit 8443 92+1
Kafeik asit 90+2 89+2
para-Kumarik asit 912 911
para-Hidroksibenzoik asit 88+1 6543
Kuersetin 90+3 90+4

4.2. UV-VIS Sonuclan

Ahududu ve bogiirtlen cesitlerinin toplam fenol, toplam flavonoid, toplam
antosiyanin, askorbik asit miktarlan ve ABTS, DPPH ve CUPRAC metotlan ile
antioksidan aktivite tayinleri hazirlanan asitli su ve asitli metanol ekstraktlar1 tizerinde

spektrofotometrik olarak yapildi.
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4.2.1. Toplam Fenol Sonuglar:

Elde edilen asitli su ve metanol ekstraklarinin toplam fenol tayinleri Boliim
3.2.5.1’de belirtildigi sekilde yapildi. Kalibrasyon grafigi Sekil 4.2.1.1°’de gosterildigi
gibi standart madde olarak gallik asit kullanilarak mg/L. konsantrasyon araliginda
cizildi. Su ve metanol ekstraktlarinin toplam fenol miktarlar1 ahududu cesitleri igin

Cizelge 4.2.1.1° de bogiirtlen cesitleri icin ise Cizelge 4.2.1.2° de verilmistir.

Toplam fenol kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.2.1.1. Standart gallik asit kalibrasyon grafigi
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Cizelge 4.2.1.1. Ahududu cesitlerinin su ve metanol ekstraklarinin toplam fenol miktar1 (mg gallik asit/100 g taze meyve)

Aksu Kirmizisi Newburgh Rubin Heritage Hollanda Boduru | LSD (p<0.01)
Su Ekstrakti 1040,95+15,91h 1355,75+16,12f 1123,39+10,95g 1463,66+22,84e 1822,02+11,92cd
Metanol Ekstrakti 1787,27+12,53d 1835,42+16,69cd 1866,22+7,62bc 1924,68+19,65b 2062,27+4,13a 49,01*

Cizelge 4.2.1.2. Bogiirten ¢esitlerinin su ve metanol ekstraklarinin toplam fenol miktar1 (mg gallik asit/100 g taze meyve)

Bursa 1 Bursa 2 Chester Jumbo LSD (p<0.01)
Su Ekstrakti 2285.90+13.03e 2303.01£11.40e 2279.76£12.46e 2445.87+14.75d
Metanol Ekstrakti 2688.13+11.1b 2716.37£15.56b 2515.71£18.57¢ 2786.83+21.95a 53.80%*

Toplam fenol miktarinin metanol ekstraklarinda su ekstraklarindan daha iyi verimle tayin edildigi ve bogiirtlen cesitlerinin toplam fenol

degerinin  ahududu cesitlerinden daha fazla oldugu Cizelge 4.2.1.1 ve Cizelge 4.2.1.2° de  goriilmektedir.
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4.2.2. Toplam Flavonoid Sonuclari

Ahududu ve bogiirtlen cesitlerinin toplam flavonoid miktarlar1 hazirlanan asitli
su ve asitli metanol ekstraklari iizerinde belirlendi. (+)-Katesin standart maddesi
kullanilarak 0,5-15 mg/L. konsantrasyon araliginda Sekil 4.2.2.1° de gosterildigi gibi
kalibrasyon grafigi ¢izildi. Ahududu ve bogiirten cesitlerinin toplam flavonoid igerikleri

Cizelge 4.2.2.1 ve Cizelge 4.2.2.2°de verilmistir.

Toplam flavonoid kalibrasyon grafigi
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Cizelge 4.2.2.1. Ahududu cesitlerinin su ve metanol ekstraklarinin toplam flavonoid miktar1 (mg (+)-katesin/100 g taze meyve)

Aksu Kirmizisi Newburgh Rubin Heritage Hollanda Boduru LSD (p<0.01)
Su Ekstrakt: 21,04=0,27¢ 19,66+0,46g 20,56+0,37fg 15,4120,12h 21.12%0,12f
Metanol Ekstrakt | 38,24+0,37¢ 31,37+0,51d 39,83+0,04b 25.2820,92¢ 41,08£0,92a 1,12%

Cizelge 4.2.2.2. Bogiirten ¢esitlerinin su ve metanol ekstraklarinin toplam flavonoid miktar1 (mg (+)-katesin/100 g taze meyve)

Bursa 1 Bursa 2 Chester Jumbo LSD (p<0.01)
Su Ekstrakti 30,36+0,32¢g 29,07+0,49g 36,42+0,51f 42,76+0,29¢
Metanol Ekstrakti 51,99+0,43d 62,39+0,41b 56,09+0,95¢ 82,21+1,34a 1,60*

Metanol ekstraklarinin su ekstraklarindan yaklasik iki kat daha fazla toplam flavonoid miktarina sahip oldugu Cizelge 4.2.2.1 ve Cizelge
4.2.2.2’ de goriilmektedir.
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4.2.3. Toplam Antosiyanin Sonuclari

Toplam antosiyanin tayini pH farkliliklart metodu kullanilarak yapilmistir.
Ahududu ve bogiirtlen cesitlerinin hazirlanan asitli su ve asitli metanol ekstraktlart
izerinde yapilan caligmada cesitlerin toplam antosiyanin miktar1 3.2.5.3-1 ve 3.2.5.3-2
esitlikleri kullamlarak siyanidin-3-glukozit esdegerinde verilmistir. Cizelge 4.2.3.1
ahududu ve 4.2.3.2 bogiirtlen ¢esitlerinde tayin edilen toplam antosiyanin miktarlarini

gostermektedir.
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Cizelge 4.2.3.1. Ahududu ¢esitlerinin su ve metanol ekstraklarinin toplam antosiyanin miktart (mg (+) siyanidin-3-glikozit/100 g taze

meyve)
Aksu Kirmizisi Newburgh Rubin Heritage Hollanda Boduru LSD (p<0.01)
Su Ekstrakt1 49,26+0,24¢ 69,47+0,47a 60,28+0,71b 22,42+0,18f 45,59+0,33d
0,77*
Metanol Ekstrakti 24,77+0,27e 16,28+0,29g 24,11+0,37e 12,42+0,28h 24,26+0,29%

Cizelge 4.2.3.2. Bogiirten cesitlerinin su ve metanol ekstraklarinin tioplam antosiyanin miktar1 (mg (+) siyanidin-3-glikozit/100 g taze

meyve)
Bursa 1 Bursa 2 Chester Jumbo LSD (p<0.01)
Su Ekstrakti 54,82+0,83¢ 55,06+1,49¢ 80,66+0,17b 87,07+0,99a
Metanol Ekstrakti 41,29+0,27e 42,88+1,70e 48,74+0,15d 52,99+1,08¢c 3,76*

Ahududu ve bogiirtlen cesitlerinin toplam antosiyanin miktarinin su ekstraklarinda daha fazla oldugu Cizelge 4.2.3.1. ve Cizelge 4.3.2.2

de goriilmektedir. Antosiyaninler polar fenolik maddelerdir ve dolayisiyla polar ¢oziiciilerde daha fazla edilebilirler.
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4.2.4. Askorbik Asit Sonuclar:

Ahududu ve bogiirtlen orneklerinden elde edilen ekstraktlarin askorbik asit
icerigi TS 6397 standart metoda gore ekstraktlarimiza uygun sekilde uygulanarak
spektrofotometrik olarak belirlenmistir. 2,6-diklorofenolindofenol boya maddesi
cozeltisi kullanilarak 0,2-1,2 mL hacim araliginda kalibrasyon grafigi Sekil 4.2.4.1° de
gosterildigi gibi cizilmistir. Kalibrasyon grafigi kullanilarak ekstraklar i¢in boya hacmi
belirlenir ve 3.2.5.4.1” de verilen esitlik kullanilarak ahududu ve bdgiirtlen cesitlerinin

askorbik asit miktarlarn Cizelge 4.2.4.1°de verildigi sekilde bulunmustur.

Askorbik asit kalibrasyon grafigi
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Cizelge 4.2.4.1. Ahududu cesitlerinin su ve metanol ekstraklarinin askorbik asit miktar1 (mg askorbik asit/100 g taze meyve)

Aksu Kirmizisi Newburgh Rubin Heritage Hollanda Boduru LSD (p<0.01)
Su Ekstrakti 29,43+1,11be 27,4242 .23cd 34,81+1,11a 28,18+0,65¢d 31,91+1,11b
Metanol Ekstrakti 22,90+2,23e 18,49+1,44f 26,05+2,23d 19,96+0,65e 21,08+2,23ef 2,67*

Cizelge 4.2.4.2. Bogiirten ¢esitlerinin su ve metanol ekstraklarinin askorbik asit miktar1 (mg askorbik asit/100 g taze meyve)

Bursa 1 Bursa 2 Chester Jumbo LSD (p<0.01)
Su Ekstrakti 27,54+0,81bc 28,56%1,11b 33,51+0,79a 31,41+0,94a
Metanol Ekstrakti 19,50+1,29¢ 21,89+0,79d 26,26%0,65¢ 21,99+1,23d 2,12%

Ahududu ve bogiirtlen ¢esitleri benzer askorbik asit icerigine sahiptirler. Cesitler icin elde edilen askorbik asit degerleri su ekstraktinin

askorbik asit tayini icin daha verimli oldugunu gostermektedir.
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4.2.5. ABTS Metodu ile Antioksidan Aktivite Sonuclari

Ahududu ve bogiirtlen ¢esitlerinden elde edilen fenol ekstraktlarinin antioksidan
aktivitesi ABTS metodu kullanilarak Bolim 3.2.5.5.1°de belirtildigi sekilde tayin
edilmistir. Olciimler sonucunda hem standartlar hem de ekstraktlar icin 3.2.6.1-1
esitligine gore % inhibisyon degerleri hesaplanir. Kalibrasyon grafigi 0,00625-0,05 mg
araliginda troloks ¢ozeltileri ile Sekil 4.2.5.1° de gosterildigi gibi ¢izilir ve bu grafikten
yararlanilarak ekstraklarin antioksidan aktivite tayinleri pmol troloks/g 6rnek olarak
hesaplanir. Cizelge 4.2.5.1 ve Cizelge 4.2.5.2 ahududu ve bogiirtlen ¢esitlerinin asitli su
ve metanol ekstraklarinda ABTS yontemi ile tayin edilen antioksidan aktivite

degerlerini gostermektedir.

ABTS Antioksidan aktivite kalibrasyon grafigi
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kalibrasyon grafigi
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Cizelge 4.2.5.1. Ahududu ¢esitlerinin su ve metanol ekstraklarinin ABTS yontemi ile tayin edilen antioksidan aktivite miktarlar: (umol
troloks/g taze meyve)

Aksu Kirmizisi Newburgh Rubin Heritage Hollanda Boduru | LSD (p<0.01)
Su Ekstrakti 67,98+0,17e 83,66+1,08cd 64,36+1,73e 65,44+0,27e 69,70+1,03e
Metanol Ekstrakti 86,66+1,79bc 98,56+3,07b 72,92+1,85de 74,25+1,47de 117,07£0,94a 12,12%

Cizelge 4.2.5.2. Bogiirten ¢esitlerinin su ve metanol ekstraklarinin ABTS yontemi ile tayin edilen antioksidan aktivite miktarlar: (umol
troloks/g taze meyve)

Bursa 1 Bursa 2 Chester Jumbo LSD (p<0.01)
Su Ekstrakti 27,54+0,81bc 28,56x1,11b 33,5140,79a 31,41+0,94a
Metanol Ekstrakti 19,50+1,29¢ 21,89+0,79d 26,26+0,65¢ 21,99+1,23d 2,12%
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4.2.6. DPPH Metodu ile Antioksidan Aktivite Sonuclari

Ekstraktlar iizerine uygulanan diger antioksidan aktivite tayin yontemi fenolik
bilesiklerin serbest radikalleri dnleme yetenegini 6lgebilen DPPH kullanilarak metanol
icinde gerceklesen reaksiyonun spektrofotometrede 515 nm’de ol¢iilmesiyle yapilmistir.
Olgiimler sonucunda hem standartlar hem de ekstraklar icin 3.2.5.5.2-1 esitligine gore
% inhibisyon degerleri hesaplanir. Kalibrasyon grafigi 0,0027-0,0080 mg konsantrasyon
araliginda hazirlanan troloks ¢ozeltileri kullanilarak Sekil 4.2.6.1°de gosterildigi sekilde
cizilmistir. Ekstratlarin antioksidan aktivite tayinleri bu kalibrasyon grafiginden

yararlanilarak pmol troloks/g 6rnek olarak hesaplanir.

DPPH Antioksidan aktivite kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.2.6.1. DPPH metodu ile yapilan antioksidan aktivite tayininde kullanilan
troloks kalibrasyon grafigi



Cizelge 4.2.6.1. Ahududu ¢esitlerinin su ve metanol esktraklarinin DPPH yontemi ile tayin edilen antioksidan aktivite miktarlar (umol

troloks/g taze meyve)
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Aksu Kirmizisi Newburgh Rubin Heritage Hollanda Boduru | LSD (p<0.01)
Su Ekstrakti 76,60+0,26d 89,13+0,15¢ 64,14+0,08¢ 66,04+1,80¢ 77,5621,25d
Metanol Ekstrakt: 122,37+3.27b 121,91+2,95b 96,65+4,43¢ 81,17+1,50d 127,59+1,84a 7,35%

Cizelge 4.2.6.2. Bogiirten ¢esitlerinin su ve metanol ekstraklarinin DPPH yontemi ile tayin edilen antioksidan aktivite miktarlar: (umol

troloks/g taze meyve)

Bursa 1 Bursa 2 Chester Jumbo LSD (p<0.01)
Su Ekstrakti 103,32+1,80f 90,95+1,04¢g 121,33+1,74e 123,39+1,02 de
Metanol Ekstrakti 126,00+2,51d 135,24+1,62¢ 153,70+1,68b 177,11£3,17a 4,28%*




97

4.2.7. CUPRAC Metodu ile Antioksidan Aktivite Sonuclari

Ahududu ve bogiirtlen cesitlerinin asitli su ve asitli metanol ekstraktlarinin
Cu(I) iyonlarin1 Cu(l) iyonlarmma indirgeme kapasitesi olarak bilinen Cuprac
metodunda, farkli konsantrasyonlardaki troloks ve ekstraktlarin 450 nm deki
absorbanslan olciildil. Sekil 4.2.7.1° de gosterilen kalibrasyon grafigi icin 0,0073-0,043
mg araliginda troloks c¢ozeltileri hazirland1 ve ekstraktlar i¢cin antioksidan aktivite degeri
cizilen kalibrasyon denklemi kullanilarak pmol troloks/g 6rnek olarak Cizelge 4.2.7.1°

de verilmektedir.

CUPRAC Antioksidan aktivite kalibrasyon grafigi
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Cizelge 4.2.7.1. Ahududu ¢esitlerinin su ve metanol ekstraklarinin CUPRAC yo6ntemi ile tayin edilen antioksidan aktivite miktarlar1 (umol
troloks/g taze meyve)

Aksu Kirmizisi Newburgh Rubin Heritage Hollanda Boduru | LSD (p<0.01)
Su Ekstrakt1 57,78+0,17fg 63,47+0,39f 47,16+0,45h 50,13+1,65h 52,14+0,40gh
Metanol Ekstrakti 80,83+0,60c¢ 90,79+0,90b 75,03+0,79d 69,54+1,94e 108,04+2,32a 5,79%

Cizelge 4.2.7.2. Bogiirten cesitlerinin su ve metanol ekstraklarinin CUPRAC yontemi ile tayin edilen antioksidan aktivite miktarlar1 (umol
troloks/g taze meyve)

Bursa 1 Bursa 2 Chester Jumbo LSD (p<0.01)
Su Ekstrakti 60,02+0,65f 59,99+0,71f 77,70+£0,47¢ 79,49+0,95 e
Metanol Ekstrakti 93,12+1,47d 97,72+2,78¢ 107,55+1,03b 127,15+0,57a 3,08*

Elde edilen tiim antioksidan aktivite sonuglar1 degerlendirildiginde metanol ekstraklarinin antioksidan aktivite degerlerinin daha yiiksek
oldugu goriilmektedir. Ayrica ¢esitlerin antioksidan aktivite degerleri DPPH metodu ile tayin edildiginde ABTS ve CUPRAC metotlarinda

tayin edilen degerlerden daha yiiksek bulunmustur.
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4.2.8. Standart Fenolik Bilesiklerin Toplam ve Antioksidan Aktivite
Sonuclari

Ahududu ve bogiirtlen cesitlerinin asitli su ve/veya asitli metanol ekstraktlarinda

tayin edilen fenolik maddelerinin (ellagik asit, ferulik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, p-

hidroksibenzoik asit ve kuersetin) ve bu fenolik maddelerle hazirlanan karisimin toplam

fenol ve antioksidan aktiviteleri ABTS, DPPH ve CUPRAC metotlar1 ile tayin

edilmistir. Cizelge 4.2.8.1 standart fenolik maddelerin toplam fenol ve antioksidan

aktivite sonuclarin1 gostermektedir.

Cizelge 4.2.8.1 Standart fenolik bilesiklerin toplam fenol ve antioksidan aktivite

sonuglari

Fenolik maddeler Toplam fenol ABTS DPPH CUPRAC
(0,05 mg/L) (umol gallik asit) | (umol troloks) | (umol troloks) | (umol troloks)
Ellagik asit 1,571 0,101 0,024 0,085
Ferulik asit 1,193 0,070 0,008 0,047
Kafeik asit 1,167 0,089 0,014 0,054
para-Kumarik asit 0,980 0,062 0,002 0,035
para-Hidroksibenzoik asit 0,434 0,051 0,001 0,008
Kuersetin 1,236 0,089 0,017 0,081
Toplam 7,181 0,462 0,066 0,310
Karisim 3,168 0,226 0,040 0,289

Cizelge 4.2.8.1 calisilan fenolik bilesikler icerisinde ellagik asidin tiim metotlarla tayin
edilen antioksidan aktivite degerinin en yliksek oldugu gostermektedir. FEllagik asit
toplam fenol de en yiiksek olan fenolik asittir. Ayrica fenollerin her biri i¢in bulunan
toplam fenol degerleri ile karisim i¢in bulunan deger karsilastirildiginda metodun
toplanabilirlik 6zelligi gostermedigi bulunmustur. Fenollerin antioksidan aktivite
degerleri ile karnisimin aktivite degeri karsilastirilmis ve toplanabilirlik 6zelliginin
ABTS ve DPPH metotlarinda gériilmedigi CUPRAC metodunun ise bu zelligi biiyiik

Olctide sagladigi bulunmustur.



4.3. Korelasyon Sonuclari
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Ahududu ve bogiirtlen cesitlerinin toplam fenol, toplam flavonoid, toplam

antosiyanin ve askorbik asit iceriklerinin her biri ile antioksidan aktiviteleri arasindaki

iligski elde edilen sonuclarin korelasyon degerleri hesaplandi. Cizelge 4.3.1, Cizelge

4.3.2, Cizelge 4.3.3, ve Cizelge 4.3.4 degerleri sirasiyla ahududu ve bogiirtlen

cesitlerinin su ve metanol ekstraktlarinin fenolik bilegimleri ile antioksidan aktivite

arasidaki iliskisini gOstermektedir. Ayrica standart fenolik maddelerin antioksidan

aktiviteleri degerleri iizerine korelasyon hesaplamasi yapilarak metotlarinda birbiri ile

olan iligkisi Cizelge 4.3.5’ de incelendi.

Cizelge 4.3.1. Ahududu cesitlerinin su ekstraklarinda fenolik bilesim ve antioksidan
aktivite arasindaki iliski

Su Ekstrakti
DPPH/ | DPPH/ ABTS/
ABTS | DPPH | CUPRAC | ABTS | CUPRAC | CUPRAC

Toplam Fenol 0.14 | 0.18 -0.11 0.18 0.76 0.46
Toplam Flavonoid 0.15 0.35 0.21 0.58 0.49 -0.12
Toplam Antosiyanin 0.61 0.55 0.49 0.14 0.31 0.15
Askorbik asit -0.57 | -0.56 -0.72 -0.24 0.23 0.45
Toplam Fenol/

Toplam Flavonoid -0.01 | -0.08 -0.22 -0.18 0.29 0.39
Toplam Fenol/

Toplam Antosiyanin -0.36 | -0.40 -0.41 -0.26 -0.12 0.12
Toplam Fenol/

Askorbik asit 0.34 0.35 0.15 0.18 0.58 0.29
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Cizelge 4.3.2. Ahududu ¢esitlerinin metanol ekstraklarinda fenolik bilesim ve

antioksidan aktivite arasindaki iligki

Metanol Ekstrakt
DPPH/ | DPPH/ ABTS/
ABTS | DPPH | CUPRAC | ABTS | CUPRAC | CUPRAC

Toplam Fenol 0.72 0.05 0.60 -0.54 -0.82 0.18
Toplam Flavonoid -0.34 0.60 0.51 0.71 0.28 -0.85
Toplam Antosiyanin | -0.42 | 0.56 0.38 0.75 0.41 -0.81
Askorbik asit -0.76 | -0.18 -0.31 0.50 0.23 -0.48
Toplam Fenol/

Toplam Flavonoid 0.53 -0.65 -0.39 -0.90 -0.53 0.94
Toplam Fenol/

Toplam Antosiyanin | 0.53 -0.63 -0.37 -0.55 -0.88 0.91
Toplam Fenol/

Askorbik asit 0.90 0.16 0.48 -0.52 -0.63 0.47

Cizelge 4.3.3. Bogiirtlen cesitlerinin su ekstraklarinda fenolik bilesim ve antioksidan

aktivite arasindaki iliski

Su Ekstrakti
DPPH/ | DPPH/ ABTS/
ABTS | DPPH | CUPRAC | ABTS | CUPRAC | CUPRAC

Toplam Fenol 0.54 0.49 0.56 0.06 -0.31 -0.60
Toplam Flavonoid 0.93 0.91 0.93 0.31 -0.30 -0.95
Toplam Antosiyanin 0.98 0.93 0.98 0.23 -0.39 -0.97
Askorbik asit 0.92 0.82 0.91 0.06 -0.50 -0.90
Toplam Fenol/

Toplam Flavonoid -0.98 -0.97 -0.98 -0.39 0.24 0.98
Toplam Fenol/

Toplam Antosiyanin -0.98 -0.92 -0.97 -0.24 0.37 0.96
Toplam Fenol/

Askorbik asit -0.75 -0.65 -0.74 -0.02 0.42 0.71




Cizelge 4.3.4. Bogiirtlen ¢esitlerinin metanol ekstraklarinda fenolik bilesim ve

antioksidan aktivite arasindaki iligki
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Metanol Ekstrakt
DPPH/ | DPPH/ ABTS/
ABTS | DPPH | CUPRAC | ABTS | CUPRAC | CUPRAC

Toplam Fenol 0.33 0.20 0.31 -0.59 -0.61 0.38
Toplam Flavonoid 0.90 0.85 0.89 0.21 0.16 -0.37
Toplam Antosiyanin | 0.97 0.99 0.97 0.71 0.63 -0.87
Askorbik asit 0.29 0.42 0.31 0.97 0.98 -0.72
Toplam Fenol/

Toplam Flavonoid -0.93 | -0.91 -0.92 -0.44 -0.41 0.51
Toplam Fenol/

Toplam Antosiyanin | -0.80 | -0.88 -0.82 -0.90 -0.85 0.97
Toplam Fenol/

Askorbik asit -0.18 | -0.32 -0.20 -0.93 -0.96 0.67

Elde edilen sonuclara gore ahududu cesitlerinin su ekstraktinda antioksidan

aktivite ile toplam antosiyanin arasinda pozitif, askorbik asit arasinda negatif

korelasyona bulunmustur. Ancak antioksidan aktivite ile toplam fenol ve toplam

flavonoid 6nemli bir korelasyon gostermedigi ve metanol ekstraktlarinda ise antioksidan

aktivite toplam fenol, toplam flavonoid, toplam antosiyanin ile pozitif, askorbik asit ile

negatif korelasyona sahip oldugu Cizelge 4.3.1° de goriilmektedir. Cizelge 4.3.2°de ise

bogiirtlen cesitlerinin su ekstraktinda antioksidan aktivite ile toplam fenol, toplam

flavonoid, toplam antosiyanin ve askorbik asit arasinda olduk¢ca ©nemli pozitif

korelasyona bulunmaktadir. Metanol ekstraktinda ise antioksidan aktivite sadece toplam

flavonoid ve toplam antosiyanin ile yiiksek pozitif korelasyon gosterirken toplam fenol

ve askorbik asit ile nemli bir korelasyon bulunmamaktadir.
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Cizelge 4.3.5. Standart fenolik bilesiklerin toplam fenol ve antioksidan aktiviteleri
arasindaki iligki

Toplam fenol | ABTS | DPPH | CUPRAC
Toplam fenol |1

ABTS 0.90 1.00
DPPH 0.86 0.98 1.00
CUPRAC 0.93 0.94 0.94 1.00

Cizelge 4.3.5 toplam fenol ile antioksidan aktivite metotlar1 ile hem de antioksidan
aktivite metotlarimin birbiri ile oldukg¢a yiiksek pozitif korelasyona sahip oldugunu

gostermektedir.

4.4 Istatistiksel Analiz Sonuclar

Ahududu ve bogiirtlen cesitlerinin toplam fenol, toplam flavonoid, toplam
antosiyanin, askorbik asit ve antioksidan aktivitelerinin su ve metanol ekstraklarinda
tayin edilen degerlerinin istatistiksel analizleri Minitab ve MSTAT-C programlari
uygulanarak yapilmistir. Tayin edilen her bir parametre c¢esitler arasinda

degerlendirildiginde benzerlik ve farkliliklar oldugu goriilmektedir.
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5. TARTISMA

5.1. LC-MS Sonuclari

5.1.1. Ekstraksiyon Metotlarinin Ahududu ve Bogiirtlen Cesitlerinde

Bulunan Fenolik Bilesikler Uzerine Etkisi

Coziicii ekstraksiyonu meyvelerde bulunan fenolik asitler ve flavonoidleri de
icine alan ¢esitli bilesiklerin ekstraksiyonunda yaygin kullanilan bir metottur. Fenolik
bilesikler polar molekiillerdir ve dolayisiyla bu bilesiklerin esktraksiyonunda en yaygin
su, metanol ve bunlarin farkli oranlardaki karigimlan ile asitli ¢oziiciiler kullanilir. Asitli
¢oziicli ekstraksiyonunun fenolik bilesiklerin asetil ve glikozit baglarimi kirabildigi ve
fenolik bilesiklerin serbest hale gecmesini sagladigi belirtilmistir (Rommel ve Wrolstad
1993a). Su ve metanol ekstraksiyonlarinin ahududu ve bogiirtlen cesitlerinin fenolik
bilesiklerinin miktarlarina olan etkisi Sekil 4.1.2.2 ve Sekil 4.1.2.3 ‘de goriilmektedir.
Ahududu ve bogiirtlen cesitlerinin su ve metanol ekstraklarinda ortak olarak ellagik asit,
ferulik asit, kafeik asit ve kuersetin tayin edilmistir. para-Kumarik asit her iki tiiriin su
ekstraklarinda tayin edilirken metanol ekstraklarinda gozlenmemistir. para-
Hidroksibenzoik asit ise sadece ahududu cesitlerinin su ekstraklarinda tayin edilmistir.
Fenolik bilesikler tek olarak degerlendirildiklerinde su ve metanol ekstraksiyonlar
arasinda istatistiksel olarak en yiiksek farklilik ellagik ve ferulik asit i¢in gbzlenmistir.
Taze ahududu ve bogiirtlen ¢esitlerinin su ekstraksiyonunun metanol ekstraksiyonundan
kafeik asit icin iki kat, ellagik ve ferulik asit i¢in ii¢ kat daha verimli oldugu
bulunmustur. Benzer sonuglar ilk dondurulmus ve alti ay siireyle muhafaza edilmis
meyve Ornekleri icin de gozlenmistir. Ahududu ve bdgiirtlen cesitlerinin metanol
ekstraktinda para-kumarik ve para-hidroksibenzoik asit tayin edilmemistir. Dolayisiyla
iziimsii meyvelerden hidroksisinnamik asitlerin (para-kumarik, ferulik ve kafeik asit)
ve hidroksibenzoik asitlerin (para-hidroksibenzoik asit) ekstraksiyonunda uygun
¢cOziiclinlin su oldugunu diisiinmekteyiz. Buna karsin kuersetinin su ve metanol
ekstraksiyonlar arasinda onemli istatistiksel fark bulunmamistir. Bu durumda ahududu
ve bogiirtlen cesitlerinin flavonol ekstraksiyonu icin su ve metanoliin her ikisi de

¢Oziicii olarak kullanilabilecegi sonucuna varilabilmektedir.
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5.1.2. Ahududu ve Bégiirtlen Cesitlerinin Fenolik Bilesik Icerigi

Ahududu (Aksu kirmizisi, Newburgh, Rubin, Heritage, Hollanda boduru) ve
bogiirtlen (Bursa 1, Bursa 2, Chester ve Jumbo) cesitlerinin fenolik bilesikleri taze, ilk
dondurulmus ve alti ay siireyle muhafaza edilerek LC-MS/MS ile analiz edilmistir.
Ahududu cesitlerinin su ekstraktinda ellagik asit, ferulik asit, para-kumarik asit, kafeik
asit, para-hidroksibenzoik asit ve kuersetin (Cizelge 4.1.2.1), metanol ekstraktinda ise
para-kumarik ve para-hidroksibenzoik asit disinda diger fenolik bilesikler tayin
edilmistir (Cizelge 4.1.2.2). Bogiirtlen cesitlerinin su ekstraktinda ellagik asit, ferulik
asit, kafeik asit, para-kumarik asit ve kuersetin tayin edilirken para-hidroksibenzoik
asit tayin edilmemistir (Cizelge 4.1.2.3). Metanol ekstraktinda ise sadece para-kumarik
asit tayin edilmemistir (Cizelge 4.1.2.4). Ellagik asit ahududu ve bégiirtlen cesitlerinin
temel fenolik maddesi olarak bulunmustur ve 727, 9049,21 mg/kg meyve (Rubin) ile
1828, 07+23,73 mg/kg meyve (Chester) arasinda degisen degerlere sahiptir. Ahududu
cesitlerinin metanol ekstrakti ile tayin edilen ellagik asit degeri literatiirde yapilmis
calismalara uyum gostermektedir (Daniel ve ark. 1989, Hakkinen ve ark. 1999). Ancak
su ekstrakti ile cok daha fazla miktarda ellagik asit tayin edilmistir. Bu durumda fenolik
bilesiklerin polar c¢oziiciilerde daha fazla ¢6ziindiigii sOylenebilir. Bogiirtlen cesitleri
icin tayin edilen ellagik asit degeri ise daha 6nce yapilan calismalardan daha yiiksek
bulunmustur (Sellapan ve ark. 2002). Bu farkliigin cesitlerin ve yetistirilme
kosularinin, uygulanan ekstraksiyon ve analiz metotlarinin farkliliklarindan
kaynaklandig: soylenebilir. Elde edilen verilerle yapilan istatistiksel ¢calismada (p<0.01)
ahududu ve bogiirtlen cgesitleri arasinda 6nemli fark oldugunu ve bogiirtlendeki fenolik
bilesik iceriginin ahudududan farkli ve daha fazla oldugu agikca goriilmektedir. Cesitler
arasindaki ellagik asit konsantrasyonunun dagilimi serbest ellagik asit olarak
yansimaktadir. Uziimsii meyvelerde ellagik asit; serbest ellagik asit, ellagik asit
glikozitleri ve hekzahidroksidifenik asidin sekerle esterleserek olusturdugu ellagitannin
yapilarinda bulundugu belirtilmektedir (de Ancos ve ark. 2000, Hékkinen ve ark. 1999b,
Rommel ve Wrolstad 1993c). Ellagitanninler asit ile muamele edildiginde seker ve
hekzahidroksifenik asite hidroliz oldugu ve bu yap1 kendiliginden ellagik aside
laktonlastig1 bilinmektedir (Sekil 2.1.2.2.2). Dolayisiyla ellagik asit tiirevlerinin miktart

asit hidrolizden sonra ellagik asit esdegeri olarak belirlenir. Ahududu cesitlerinin taze
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meyvelerinin ellagik asit miktar1 degerlendirildiginde Heritage cesidinin (1350,36 +
13,85 mg/kg) diger cesitlerden (Aksu kirmizisi 1018,75 + 20,16 mg/kg, Newburgh
898,51 £ 17,12 mg/kg, Hollanda boduru 864,24 + 3,63 mg/kg, Rubin 727,90 £+ 9,21
mg/kg) daha fazla miktarda ellagik asit icerdigi bulunmustur. Aksu kirmizisi, Rubin ve
Heritage cesitlerinin ellagik asit icerikleri arasinda istatistiksel farkliliklar varken
Newburgh ve Hollanda boduru ¢esitlerinde 6nemli farkliliklar gézlenmemistir. Ellagik
asit bogiirtlen cesitlerinde de tayin edilmistir ve taze meyve oOrneklerinde en fazla
ellagik asit miktar1 Chester ¢esidinde bulunmustur (Cizelge 4.1.2.3). Taze bogiirtlen
cesitlerinin ellagik asit icerikleri istatistiksel olarak degerlendirildiginde (p<0.01) Bursa
2 ve Chester arasinda istatistiksel fark bulunuyorken Bursa 1 ve Jumbo cesitleri
arasinda onemli farklar goriillmemistir. Ellagik asidin kirmizi ahududu meyvelerinin
temel fenolik maddesi oldugu ve fenolik bilesiminin %88 ini olusturdugu belirtilmistir
(Hakkinen ve ark.1999b). Calismada ahududu cesitleri icin bulunan ellagik asit
sonuclar1 daha 6nce yapilmis calismalardan oldukga yiiksektir (de Ancos ve ark. 2000,
Hikkinen ve ark. 1999b, Rommel ve Wrolstad 1993a).

Ahududu ve bogiirtlen c¢esitlerinde ii¢ hidroksisinnamik asit (kafeik, ferulik ve
para-kumarik asit) ve iki hidroksibenzoik asit (para-hidroksibenzoik asit ve
protokatekuik asit) analiz edildi. Uziimsii meyvelerde, hidroksinnamik ve
hidroksibenzoik asitler glikozitler ya da glikozla ester yapilarinda bulunurlar (Rommel
ve Wrolstad 1993a). Asit hidroliz fenolik asitlerin glikozitlerini ve esterlerini
aglikonlarina ya da serbest fenoliklere doniistiiriir. Hidroksisinnamik asit miktari
ahududu cesitlerinde 90,11 £ 2,27 mg/kg taze meyve (Hollanda boduru) ile 820, 78 +
10,65 mg/kg taze meyve (Newburgh) araliginda degisim gostermektedir (Cizelge
4.1.2.1 ve Cizelge 4.1.2.2). Bogiirtlen cesitlerinde ise 112,60 + 2,99 mg/kg taze meyve
(Bursa 1) ile 877,45 + 1,26 mg/kg taze meyve araliginda degismektedir (Cizelge 4.1.2.3
ve Cizelge 4.1.2.4). Ferulik ve kafeik asit Newburgh cesidinde, para-kumarik asit ise
Aksu Kirmizi taze meyvelerinde en fazla miktarda bulunmaktadir. Bogiirtlen
cesitlerinde ise para-kumarik asit 287,15 + 2,93 mg/kg taze meyve (Bursa 1) ile 877,45
+ 1,26 mg/kg taze meyve (Chester) arasinda sahip oldugu miktariyla énemli fenolik
bilesik oldugu belirlenmistir. Cesitlerde tayin edilen diger hidroksisinnamik asit

miktarlarinin ise, ferulik asit 413, 82 £ 11,90 mg/kg taze meyve (Bursa 1) ile 757,69 +



107

4.34 mg/kg taze meyve (Jumbo) arasinda, kafeik asit ise 377,89 = 4,40 mg/kg taze
meyve (Bursa 1) ile 736,85 + 6,93 mg/kg taze meyve (Chester) arasinda degistigi
bulunmustur. Ahududu c¢esitlerinin para-hidroksibenzoik asit miktart 534,20 + 8,95
mg/kg taze meyve (Aksu kirmizisi) ile 233,29 + 7.57 mg/kg taze meyve (Heritage)
arasimdadir. Rubin ve Heritage ¢esitlerinin para-hidroksibenzoik asit icerigi istatistiksel
olarak (p<0.01) degerlendirildiginde fark bulunmamistir. Ayrica para-hidroksibenzoik
bogiirtlen cesitlerinde diger hidroksibenzoik asit tiirevi olan protokatekuik asit ise

ahududu ve bogiirtlen ¢esitlerinde tayin edilmemistir.

Uziimsii meyvelerde en fazla miktarda bulundugu belirtilen flavonoidler
flavonollardir (kuersetin, kamferol ve mirisetin) ve calisilan bes ahududu ve dort
bogiirtlen cesidinde analiz edilmistir. Kamferol ve mirisetin ahududu ve bogiirtlen
cesitlerinde tayin edilmemistir. Kuersetinin ise ahududu ve bogiirtlen cesitlerinin temel
flavonol maddesi oldugu belirlenmistir. Ahududu c¢esitlerinde su ve metanol
ekstraktinda sadece Heritage ve Hollanda bodurunun kuersetin igcerdigi bulunmustur
(Cizelge 4.1.2.1 ve Cizelge 4.1.2.2). Bogiirten cesitlerinde ise kuersetin 56,78 + 2,32
mg/kg taze meyve (Bursa 1) ile 74,69 + 2,71 mg/kg taze meyve (Chester) arasinda sahip
oldugu degerle ahududu cesitlerinden daha fazla flavonol icerdigi belirlenmistir. Elde
edilen sonuc¢lar metanol ekstraktlarinin daha fazla flavonol miktarina sahip oldugunu
gostermektedir. Uziimsii meyvelerde flavonollar glikozit yapilarinda bulunurlar
(Rommel ve Wrolstad 1993b). Flavonoid glikozitlerin suda flavonoid aglikonlarin ise
metanolde daha fazla ¢oziindiigii belirtilmektedir (Hertog ve ark. 1992a). Glikozitler
kuvvetli asitlerle aglikonlarina hidroliz edilebilir. Dolayisiyla hidroliz sonrasi olusan
aglikonlar metanol ekstraktinda daha fazla bulunurlar. Cesitler icin ifade edilen
kuersetin miktar1 da hidroliz sonrasi serbest kalan aglikon (kuersetin) esdegerindedir.
Flavonoid sinifinin eser miktarda bulundugu belirtilen iiyesi flavan-3-ol; (+)-katesin
ahududu ve bogiirtlen c¢esitlerinde analiz edilmistir ancak hicbir cesitte tayin

edilmemistir.
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5.1.3. Donmus Muhafazamin Ahududu ve Bégiirtlende Bulunan Fenolik

Bilesikler Uzerine Etkisi

Ahududu ve bogiirtlen cesitlerinin taze, ilk donmus ve 6 ay siireyle muhafaza
edilmis Orneklerinin ellagik asit miktar1 degerlendirildiginde; 6 ay siireyle 22°C de
muhafaza edilen ahududu ve bogiirtlen cesitlerinin taze meyvelerinde tayin edilen
degerlerinden oldukca diisiik ellagik asit miktarinda sahip olduklart ve dolayisiyla
dondurma isleminin ellagik asit miktarina etki ettigi goriilmiistiir. Donmus muhafaza
siiresince meydana gelen bu diisiisiin serbest ellagik asidin metalik katyonlarla (Mg+2 ve
Ca* gibi) reaksiyona girerek metal selatlayict bilesikler olarak davranmasi ve serbest
radikallerle reaksiyona girmesi ile aciklanmaktadir (Hikkinen 2000b, Rommel ve
Wrolstad 1993c). Ayrica iiziimsii meyvelerde de bulunan polifenoloksidaz enzimi
meydana gelen bu azalista etkili oldugu da belirtilmektedir (de Ancos ve ark. 2000).
Polifenoloksidaz enzimi bitkinin hiicre duvarina bagli olarak bulunur ve hiicresel
yikimla serbest kalabilir (de Ancos ve ark. 2000). Hasar gormiis hiicrelerden serbest
kalan polifenoloksidaz enzimi molekiiler oksijen varlifinda polifenolleri kinon
yapilarina oksitler ve fenolik miktarinda azalma gozlenebilir. Bu karsin, bazi ¢esitlerin
muhafaza edilmis Orneklerinin ellagik asit degeri ilk dondurulmus 6rneklerden daha
yiiksek olarak bulunmustur. Ellagik asit iceri§inde meydana gelen bu az miktardaki
degisim ellagitanninlerin bozulmasi ve dolayisiyla serbest kalan hekzahidroksidifenik
asidin ellagik aside doniismesi ile agiklanabilir. Yiiksek ellagik asit icerigin diger bir
sebebinin ise hiicre duvarina bagl olarak bulunan ellagik asidin muhafaza siiresince
hasar goren hiicre duvarindan serbest kalmasi ve daha kolay ekstrakte edilebilmesi
olarak belirtilmistir (de Ancos ve ark. 2000, Hikkinen ve ark. 2000b, Mullen ve ark.
2002, Rommel ve Wrolstad 1993c, Zafrilla ve ark. 2001). Bursa 1 bogiirtlen ¢esidinin
ellagik asit igerigi ilk dondurulmus orneklerde onemli azalma gdstermis ancak 6 ay
siireyle muhafaza edilen ornekler analiz edildiginde daha yiiksek ellagik asit miktarina
sahip oldugu bulunmustur. Diger bogiirtlen gesitlerinde ise ellagik asit miktar1 muhafaza
siiresince asamali olarak azalis gostermektedir. Cesitler arasinda ellagik asit iceriginde
muhafaza siiresine karsi1 gosterilen bu degisim cesitsel farkliliktan, iklim ve cevre

faktorlerinden kaynaklanabilmektedir.
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Ahududu ¢esitlerinde tayin edilen ferulik, kafeik ve para-kumarik asit iceriginin
ilk dondurulmus 6rneklerde taze orneklerden daha diisiik oldugu bulunmustur (Cizelge
4.1.2.1 ve Cizelge 4.1.2.2). Ancak Aksu kirmizisi, Rubin, Newburgh ve Heritage
cesitlerinin alt1 ay siireyle muhafaza edilen 6rneklerinde ferulik, kafeik ve para-kumarik
asit miktarlarinda artis oldugu goézlenmistir. Bogiirtlen cesitleri degerlendirildiginde
Bursa 1 cesidinin en diisiikk para-kumarik asit miktarina sahip oldugu ve kafeik asit
miktarinin muhafaza siiresince ilk donmus orneklere gore daha fazla miktarda oldugu
bulunmustur. Dondurma islemi bogiirtlen cesitlerinin para-kumarik asit miktar tizerine
farkli sekilde etki etmektedir. Bursa 2 c¢esidinde muhafaza siiresince asamali azalig
meydana gelmistir. Bursa 1, Chester ve Jumbo c¢esitlerinde ise alti ay 22°C de
muhafaza edilmis ornekler ilk dondurulmus orneklerden daha fazla para-kumarik asit
icermektedir. Uziimsii meyveler ferulik, kafeik ve para-kumarik asit miktarinda
gozlenen bu artis ya diger fenolik bilesiklerden daha kararli olmalar1 ya da matriksden
daha iyi serbest kalabilmeleri ile agiklanabilmektedir (Bunea ve ark. 2008). Ayrica
taninler ve flavonoidler gibi fenolik asit iceren kompleks yapilarin (Bunea ve ark. 2008)
ya da fenolik gruplar iceren supramolekiiler gruplarin bozulmasi (Bunea ve ark. 2008)
ve hiicre yapilarinin bozulmasi da ifade edilen diger sebeplerdir. Ancak muhafaza
siiresince fenoliklerin hiicre duvarindan serbest kalan polifenoloksidaz enziminin
molekiiler oksijen varliginda kinon yapilarina oksitlenebilmesi ile agiklanan miktarsal
azalmalar fenolik asitler {izerinde meydana gelen negatif etki olarak
degerlendirilmektedir. para-Hidroksibenzoik asit sadece ahududu c¢esitlerinde tayin
edilmistir ve muhafaza siiresince miktar1 asamali olarak azalmistir. para-
Hidroksibenzoik miktarinin donmus muhafaza siiresince Rubin ve Hollanda boduru
cesitleri arasinda istatistiksel farkliligt bulunmazken Aksu kirmizisi, Newburgh ve
Heritage cesitlerinin ilk donmus ve muhafaza edilmis 6rneklerinde farkliliklar meydana

gelmistir.

Kuersetin Heritage ve Hollanda boduru ahududu cesitleri (Cizelge 4.1.2.1 ve
Cizelge 4.1.2.2) ile bogiirtlen ¢esitlerinin tiimiinde taze, ilk donmus ve alt1 ay siireyle -
22°C de muhafaza edilmis Srneklerinde tayin edilmistir (Cizelge 4.1.2.3 ve Cizelge
4.1.2.4). Heritage cesidinin donmus muhafaza siiresi sonunda su ve metanol

ekstraklarindan tayin edilen kuersetin miktarinin taze ve ilk donmus 6rneklerinden daha
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fazla bulunmustur. Heritage ve Hollanda boduru cesitlerinin ilk dondurulmus ve
muhafaza edilmis 6rneklerinde istatistiksel farkhiliklar gozlenmistir. ilk dondurulmus
orneklerde tayin edilen azalan kuersetin miktarinin sebebi {iziimsii meyvelerin diisiik C
vitamini icerigi ile agiklanmaktadir (Hékkinen ve ark. 2000a). Muhafaza siiresince
antioksidan olarak davranan C vitamininin yiiksek miktarinin kuersetinin bozulmasini
engelleyebildigi belirtilmektedir (Hiakkinen ve ark. 2000a). Ayrica muhafaza siiresince
enzimatik ya da oksidatif reaksiyonlarla bozunabilen kuersetinin miktarsal azalmasi
gozlenebilir. Bu karsin Hollanda boduru ve Heritage ahududu cesitlerinin kuersetin
miktarinda muhafaza siiresince artis gozlenmistir. Meydana gelen bu artis; muhafaza
siiresince hiicre yapilarinin bozulmasi ve dolayisiyla daha kolay hidroliz ve ekstrakte
edilebilmesi ile aciklanabilmektedir (Hékkinen ve ark. 2000a). Bogiirtlen cesitlerinde en
yiiksek kuersetin miktar1 Chester ¢esidinde tayin edilmistir. Sadece Bursa 2 ¢esidinin ilk
donmus orneklerinde azalig gosterirken Bursa 2, Chester ve Jumbo cesitlerinde ise artig
gozlenmistir. Bursa 1 ve Jumbo cesitlerin ilk donmus orneklerinde taze 6rneklerinden

daha fazla miktarda kuersetin tayin edilmistir.

5.2. UV-VIS Sonuglari

5.2.1. Toplam Fenol, Toplam Flavonoid, Toplam Antosiyanin ve Askorbik

Asit Sonuclari

Ahududu ve bdgiirtlen tiirlerinin toplam fenol, toplam flavonoid, toplam
antosiyanin, askorbik asit miktarlar1 hazirlanan asitli su ve asitli metanol ekstraktlar

izerinde spektrofotometrik olarak yapilmistir.

Ahududu ve bogiirtlen gesitlerinin gallik asit esdegerinde tayin edilen toplam
fenol degerleri arasinda Onemli miktarsal farkliliklar ve bogiirtlen cgesitleri ahududu
cesitlerinden daha yiiksek toplam fenol degerine sahip oldugu bulunmustur. Ayrica
hazirlanan asitli su ve asitli metanol ekstraklarinin toplam fenol degerleri
karsilastirildiginda metanol ekstraktinda daha fazla toplam fenol degeri tayin edilmistir.
Bu sonug¢ calisilan cesitlerin icerdigi fenolik bilesiklerin metanolde daha fazla

coziinerek ekstrakte edilebildigini ve ekstrakte edilen fenoliklerin uygulanan tayin
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metodunda Olciilebildigi ile aciklanabilir. Cesitlerin toplam fenol icerikleri
karsilastirildiginda Aksu kirmizisi ¢esidinin su ekstraktinin en diigiik (1040.95 £ 15.91
mg gallik asit/100g taze meyve), Hollanda boduru ¢esidinin metanol ekstraktinin ise en
yiiksek (2062.27 + 4.13 mg gallik asit/100g meyve) toplam fenol degerine sahip oldugu
bulunmustur. Diger cesitlerin toplam fenol miktar1 ise bu degerler arasinda yer
almaktadir (Cizelge 4.2.1.1). Newburgh c¢esidinin metanol ekstrakti ile Hollanda boduru
cesidinin su ekstrakti arasinda istatistiksel fark bulunmazken diger cesitlerin su ve
metanol ekstraklar1 arasinda Onemli istatistiksel farklar bulunmustur. Bogiirtlen
cesitlerinde ise Jumbo en yiiksek toplam fenol miktarina sahipken bu degeri sirasiyla
Bursa 2, Bursal ve Chester izlemektedir. Ayrica bu cesitler icin yapilan istatistiksel
analizde Bursa 1, Bursa 2 ve Chester su ekstraklar1 ile Bursa 1 ve Bursa 2 arasinda

istatistiksel fark meydana gelmemistir (Cizelge 4.2.1.2).

Toplam flavonoid miktar1 ahududu cesitlerinde 15.41 £ 0.12-41.08 + 0.92 mg
(+) katesin/100 g taze meyve olarak bogiirtlen gesitlerinde ise 29.07 + 0.49-82.21 + 1.34
mg (+) katesin/100 g taze meyve aralifinda bulunmustur. Ahududu ¢esitleri arasinda en
yiiksek toplam flavonoid miktar1 Hollanda boduru i¢in tayin edilmistir (Cizelge 4.2.2.1).
Aksu kirmizis1 ve Hollanda boduru cesitlerinin su ekstraklarn arasinda istatistiksel fark
bulunmamistir. Ancak diger cesitler arasinda Onemli istatistiksel farklar meydana
geldigi goriilmiistiir. Heritage igcin su ve metanol ekstraklarinda tayin edilen toplam
flavonoid miktar literatiirde belirtilen degerlerden daha diisiiktiir (Liu ve ark. 2002).
Ekstraksiyon metotlarinin, meyvenin yetistirildigi ¢evre (1s1k, sicaklik ve toprakta
bulunan mineraller gibi) ve iklim kosullarin miktarsal icerikte etkili olabilecegi
soylenebilir. Uziimsii meyvelerde flavonoidler genellikle glikozitleri olarak bulunur ve
uygulanan asitli ekstraksiyon metoduyla aglikonlarma hidrolizlenebilir. Flavonoid
aglikonlarmin da metanolde daha fazla ¢oziindiigii belirtilmektedir (Hertog ve ark.
1992a). Elde edilen sonuglara gore ekstraksiyon metotlarinin toplam flavonoid icerigi
degerlendirildiginde metanol ekstraktinin sudan yaklasik iki kat daha verimli oldugu
goriilmektedir (Cizelge 4.2.2.1 ve Cizelge 4.2.2.2). Cesitlerde bulunan glikozit
yapilarinin uygulanan asitli esktraksiyon metoduyla aglikonlarina hidrolizlenebildigi

dolayisiyla metanol de daha fazla ekstrakte edilebildikleri sonucuna varilmaktadir.
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Antosiyaninler, ¢cogu meyve, sebze ve ciceklerin kirmizidan maviye kadar
degisen renklerini olusturan ve suda ¢oziinen dogal pigmentlerdir (Costa ve ark. 2000,
Fuleki ve Francis 1968). Ahududu ve bogiirtlene de rengini veren antosiyanin grubu
maddelerdir (Sapers ve ark. 1985). Calismada antosiyanin miktarinin ahududu
cesitlerinde siyanidin-3-glukozit cinsinden 12,42 + 0,28-69,47 + 0,47 siyanidin-3-
glukozit /100 g taze meyve (Cizelge 4.2.3.1) araliginda, bogiirtlen cesitlerinde ise 41,29
+ 0,27-87,07 £ 0,99 mg siyanidin-3-glukozit /100 g taze meyve (Cizelge 4.2.3.2) olarak
bulunmustur. Elde edilen sonuglar antosiyanin miktarinin bogiirtlen cesitlerinde daha
fazla oldugunu gostermektedir. Antosiyaninler suda ¢oziinebilir maddelerdir ve
dolayistyla bitki ya da meyvelerden su, metanol ve ya bunlarin belirli oran karigimlari
ile asitli ¢oziiciiler ile ekstrakte edilirler. Ahududu ve bogiirtlen cesitlerinde tayin edilen
toplam antosiyanin miktarinda ekstraksiyon verimi karsilastirildiginda, su ekstraktinin
metanol ekstraktinda yaklasik iki kat daha verimli oldugu bulunmustur. Bu sonug ile
liziimsii meyvelerin antosiyanin tayini i¢in su ekstraktinin daha verimli oldugu

sonucuna ulasilmaktadir.

Uziimsii meyvelerde bulunan ve antioksidan 6zelligi oldugu belirtilen diger
madde askorbik asittir. Ahududu ve bogiirtlen cesitlerinin askorbik asit miktar
indofenol-ksilen metodu kullanilarak bulunmustur. Ahududu ve bogiirtlen cesitlerinin
birbirine yakin askorbik asit icerigine sahip olduklan Cizelge 4.2.4.1 ve Cizelge 4.2.4.2
de goriilmektedir. Ahududu ¢esitlerinin askorbik asit miktar 18,49 + 1,44 -34.81 £ 1.11
mg askorbik asit/100 g taze meyve araliginda bulunmustur ve en diisiik askorbik asit
miktarina sahip olan cesit ise Newburgh olarak tayin edilmistir. Elde edilen verilerin
istatistiksel analiz sonuglar1 degerlendirildiginde Newburgh ve Heritage cesitlerinin su
ekstraklar ile Aksu kirmizisi ve Heritage cesitlerinin metanol ekstraklar1 arasinda
istatistiksel fark gozlenmezken diger cesitler arasinda istatistiksel farklar oldugu
bulunmustur (Cizelge 4.2.4.1). Bogiirtlen cesitlerinin askorbik asit miktarlar1 arasinda
en yiikksek deger Chester ve Jumbo cesitlerinin su ekstraklarina aittir ve aralarinda
istatistiksel olarak da fark yoktur (Cizelge 4.2.4.2). Ahududu cesitleri i¢in tayin edilen
askorbik asit degerleri literaturde belirtilen ¢esitlerin degerleri ile uyum gostermektedir
(de Ancos ve ark. 2000, Pantelidis ve ark. 2007). Ancak bogiirtlen cesitlerinin tayin

edilen degerleri ile literaturde belirtilen degerler arasinda farklar goriilmektedir (Kafkas
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ve ark. 2006). Bu sonuglar ¢alisilan cesitlerin farkliligi ve yetistirilen bolgenin iklimsel
degisikliklerinin sebep oldugu miktarsal farkliliklarla agiklanabilir. Cesitlerin tayin
edilen askorbik asit miktarlari uygulanan asitli su ekstraksiyonunda daha fazla
bulunmustur. Dolayisyla askorbik asit tayininde su ekstraksiyonu metanoliin toksik

ozelligi de gozoiine alindiginda tercih edilebilir bir metot olmaktadir.

5.2.2. Antioksidan Aktivite Sonuclari

Ahududu ve bdgiirtlen cesitlerinin antioksidan aktivitesi ABTS, DPPH ve
CUPRAC metotlar1 uygulanarak troloks esdegerinde (umol troloks/g taze meyve)
hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar bogiirtlen cesitlerinin antioksidan aktivite
degerlerinin ahududu cesitlerinden daha fazla oldugunu gostermektedir. Bogiirtlen
cesitleri {izerinde tayin edilen diger parametrelerde goz oniine alindiginda degerlerinin
yiiksek olmas1 antioksidan aktivite degerinin de yiiksek olabileceginin isaret etmektedir.
Ahududu ve bogiirtlen cesitlerinin antioksidan aktivite degerleri olduk¢a genis bir
araliktadir.  Ekstraksiyon =~ metotlarinin ~ antioksidan  aktiviteleri ~ degerleri
karsilastirildiginda ise metanol ekstraklarinin su ekstraklarindan daha yiiksek aktiviteye
sahip oldugu bulunmustur. Ahududu ve bogiirtlen cesitlerinde bulundugu bilinen
flavonoid glikozitlerin suda, hidrolizle serbest hale gecen ya da serbest halde bulunan
aglikonlarin metanolde daha fazla c¢oziindigii belirtilmektedir. Ayrica glikozit
yapilariin sterik etki nedeniyle aglikon yapilarindan daha diisiik aktivite gosterdigi
bulunmustur. Calismada uygulanan asitli su ekstraksiyonunda flavonoid glikozitlerin
bulunmasi ve hidrolizle serbest kalan aglikonlarin suda fazla ekstrakte edilememesi
Olciilen aktivite degerinin diisiik olmasina sebep olabilmektedir. ABTS metodu ile
ahududu cesitlerinde tayin edilen antioksidan aktivite degeri 64,36 + 1,73-117,07 £ 0,94
(umol troloks/g taze meyve) aralifinda degisim gostermektedir. Ahududu cesitleri
arasinda en yiiksek deger Hollanda boduru cesidinde gozlenmistir. Hollanda boduru
cesidinin Olciilen yiiksek antioksidan aktivite degeri sahip oldugu toplam fenol ve
toplam flavonoid miktart ile iligkilendirilebilir. Elde edilen verilerin istatistiksel analiz
sonuclart (p<0.01) Aksu kirmizisi, Rubin, Heritage ve Hollanda boduru ¢esitlerinin su
ekstraklarn ile Rubin ve Heritage cesitlerinin metanol ekstraklar1 arasinda fark

olmadigin1 gostermektedir. ABTS metodu kullanilarak bogiirtlen cesitlerinin de
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antioksidan aktivite degerleri tayin edilmistir. Cesitler arasinda en yiiksek deger Jumbo
icin bulunmustur ve bu sonucun c¢esitler arasinda tayin edilen yiiksek toplam fenol ve

flavonoid igeriginden kaynaklandigi sdylenebilir.

Ahududu ve bogiirtlen cesitlerinin antioksidan aktivite degerlerinin tayininde
icin DPPH metodu da uygulanmistir. DPPH ile tayin edilen antioksidan aktivite
degerleri ABTS degerlerine gore daha yiiksek bulunmustur. Ahududu ve bogiirtlen
cesitlerinin kirmizi renginden sorumlu oldugu ve bu meyvelerde fazla miktarda
bulundugu bilinen antosiyaninlerin ABTS™ ile reaksiyona girmedigi DPPH' ile
reaksiyona girerek aktivitelerinin bu metot ile dlciilebildigi belirtilmektedir. Bu bilgi ve
bulunan antosiyanin miktarlar1 gozéiiniine alindiginda DPPH ile daha yiiksek aktivite
degeri Olciilmektedir. DPPH metodunda yiiksek antioksidan aktivite degeri ortamda
daha az DPPH radikalinin kaldigin1 ve daha fazla serbest radikalin siipiiriildiigiinii ifade
etmektedir. DPPH metodu ile olgiilen antioksidan aktivite degeri ahududu cesitlerinde
64.14 £ 0.98-127.59 £ 1.84 umol troloks/g taze meyve arasinda bogiirtlen cesitlerinde
ise 90.95 + 1.04-177.11 £ 3.17 umol troloks/g taze meyve arasinda degismektedir
(Cizelge 4.2.6.1 ve Cizelge 4.2.6.2). ABTS metodunda bulundugu gibi ahududu cesitleri
arasinda Hollanda boduru, bogiirtlen cesitleri arasinda Jumbo en yiiksek antioksidan
aktivite degerlerine sahiptirler. Ahududu ve bogiirtlen cesitlerinin antioksidan aktivite
tayini icin uygulanan diger bir metot ise CUPRAC metodudur. ABTS ve DPPH
metotlar1 gibi elektron transferine dayanan bir yontemdir. Ahududu ve bogiirtlen
cesitlerinin antioksidan aktivite sonuglarina bakildiginda ABTS ve DPPH metotlar ile
tayin edilen degerlerden daha diisiik oldugu goriilmektedir. CUPRAC metodu ile tayin
edilen antioksidan aktivite degeri ahududu cesitlerinde 47,16 + 0,45-108,04£2.32 pmol
troloks/g taze meyve araliginda, bogiirtlen cesitlerinde ise 59,99 + 0,71-127,15 = 0,57
pumol troloks/g taze meyve aralifinda degisim gostermektedir. CUPRAC metodunun C
vitamini, flavonoidler ve fenolik asitlerle reaksiyon verebildigi ve bu maddelerin
aktivite degerlerinin Olciilebildigi belirtilmistir. Ayrica kromojenik radikal reaktiflerden
(orn., ABTS, DPPH, vb.) daha kararlidir (Giiclii ve ark. 2006). Ancak bilindigi gibi
tiziimsii meyveler potansiyel fenolik antioksidanlar maddelerden olan antosiyanleri
icermektedir ve bu maddelerin CUPRAC metoduyla tayin edilebildigi belirtilmemistir.
Ahududu ve bogiirtlen cesitlerinin CUPRAC metodu ile tayin edilen antioksidan
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aktivite degerleri genel olarak ABTS ve DPPH metodu ile tayin edilen degerlerden daha
digiik bulunmustur. CUPRAC metodunun belirtilen fenolik maddelerle reaskiyona
girerek renkli Cu(I)-Neokuproin kelatin1 olusturdugu ve diger maddelerle reaksiyon
verip vermedigi bilinmediginden daha diisiikk aktivite gosterebilecegi sonucuna
ulagilabilir. ABTS ve DPPH metotlarinda oldugu CUPRAC metodunda da ahududu
cesitleri arasinda Hollanda boduru, bogiirtlen cesitleri arasinda ise Jumbo en yiiksek

antioksidan aktivite gosteren cesitler olmustur.

Elde edilen sonuglardan goriildiigii gibi uygulanan bir tek antioksidan aktivite
metodunun tayin edilen materyalin antioksidan aktivite degerinin tam olarak yansittig
sOylenemez. Metotlar; 6l¢iim prensipleri, deneysel kosullar ve reaksiyon verebildikleri
fenolik madde gruplarina gore degisim gostermektedirler. Dolayisiyla antioksidan
aktivitesi tayin edilmek istenen materyalin tek bir metotla degil en az iki metotla

aktivite degerinin belirlenmesi tahmin edilen deger i¢in daha dogru sonug verebilir.

5.2.3. Korelasyon Sonuclari

Ahududu ve bogiirtlen cesitlerinin Olgiilen toplam fenol, toplam flavonoid,
toplam antosiyanin, askorbik asit miktarlar1 ile ABTS, DPPH ve CUPRAC metotlan ile
tayin edilen antioksidan aktivite degerleri arasindaki iligki incelenmistir. Elde edilen
sonuclara gore ahududu cesitlerinin su ekstraktinda antioksidan aktivite ile toplam fenol
ve toplam flavonoid miktarlar1 arasinda onemli bir korrelasyon goriilmemistir. Ancak
toplam fenol ile DPPH/CUPRAC oram1 ve ABTS/CUPRAC orani arasindaki korelasyon
0.76 ve 0.46 olarak tespit edilmistir. Toplam flavonoid ile DPPH/ABTS orani ve
DPPH/CUPRAC orami arasinda da 0.58 ve 0.49 pozitif korelasyon bulunmustur.
Toplam antosiyanin ile antioksidan aktivite degerleri arasinda pozitif, askorbik asit ile
aktivite degerleri arasinda negatif korelasyon bulunmustur. Metanol ekstraklarinda ise
toplam fenol ABTS ile 0.72, CUPRAC ile 0.60 korrelasyona sahiptir. Benzer iliski
toplam flavonoid miktarlarinda da gériilmiistiir ve ancak burada DPPH ve CUPRAC ile
0.60 ve 0.51 degerlerinde pozitif bir iliski tespit edilmistir. Antosiyanin miktar1 sadece
onemli olan tek korelasyonu DPPH arasinda 0.56 degeriyle bulunmaktadir. Askorbik

asit su ekstraktinda oldugu gibi metanol ekstraktinda da aktivite ile negatif korelasyon
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gostermektedir (Cizelge 4.3.1). Tespit edilen negatif korelasyon sonuglar cesitlerin az
miktarda askorbik icerdigini ancak yiiksek aktivite gosterdigini ifade etmektedir. Pozitif
korelasyonlar ise fenolik bilesimlerin aktivite aktivite iizerine olan katkisin1 ortaya

koymaktadir.

Bogiirtlen cesitlerinin su ekstraktinda toplam fenol ile ABTS, DPPH ve
CUPRAC metotlart arasinda sirasiyla 0.54, 0.49 ve 0.56 pozitif korelasyon degerleri
bulunmustur. Ancak antioksidan degerleri ile toplam flavonoid, toplam antosiyanin ve
askorbik asit miktarlar1 arasinda oldukga yiiksek 0.82-0.98 arasinda degisen korelasyon
tespit edilmistir. Metanol ekstraktinda ise antioksidan aktivite ile toplam fenol ve
askorbik asit arasinda onemli bir korelasyon goriilmeksen toplam flavonoid ve toplam
antosiyanin ile 0.85-0.99 arasinda 6nemli korelasyon sonuglart bulunmustur. Caligsmada
elde edilen bu sonuclar bogiirtlen cesitlerinde su ekstraklarinda fenolik iceriklerin
(toplam fenol, toplam flavonoid, toplam antosiyaninlerin ve askorbik asit) metanol
ekstraklarinda ise Ozellikle toplam flavonoid ve toplam antosiyaninlerin antioksidan

aktiviteye olan katkisini gostermektedir.

Calismada uygulanan antioksidan aktivite metotlan1 karsilagtinnldiginda DPPH
antioksidan aktivite degerleri ABTS ve CUPRAC degerlerine oranla daha yiiksek
cikmakla birlikte ii¢ yontem arasindaki korelasyon genel olarak 0.81 in {iizerinde

cikmaktadir.

5.2.4. Standart Fenolik Maddelerin Toplam Fenol, Antioksidan Aktivite

Degerleri ve Korelasyon Sonuclari

Ahududu ve bogiirtlen cesitlerinde tayin edilen fenolik bilesiklerin (ellagik,
ferulik, kafeik, para-kumarik, para-hidroksibenzoik asit ve kuersetin) ve bu bilesikler
ile hazirlanan karisimin toplam fenol ile antioksidan aktivite degerleri ABTS, DPPH ve
CUPRAC metotlar1 ile tayin edilmistir. Elde edilen sonuclar Cizelge 4.2.8.1°de
verilmistir. Fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesi genel olarak aromatik halkaya
baglanan hidroksil grubu sayis1 ve bu gruplarin bulunduklar konuma baghdir. Fenolik

bilesiklerin hidroksil grubu sayisi ile pozisyonunun (Sroka ve Cisowski 2003, Wojdylo
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ve ark. 2007), flavonoid yapilarinda ise B halkasindaki hidroksil gruplarinin aktivite
tizerinde etkili oldugu belirtilmektedir (Heim ve ark. 2002, Pannala ve ark. 2001).
Calisilan fenolik bilesikler arasinda en yiiksek antioksidan aktivite ellagik asitte tayin
edilmistir. Ellagik asit iizerinde bulunan serbest hidroksil gruplan ve ellagik asidin her
iki lakton halkasinda bulunan karbonil gruplar1 hidrojen baglarini indirgeyerek serbest
radikal siiptirme etkisi gosterdigi ve aktivitesinin yiiksek oldugu bilinmektedir (Zafrilla
ve ark. 2001). Hidroksisinnamik asit ve hidroksibenzoik asitlerin aktivite degerleri
karsilastirildiginda ise hidroksinnamik asitlerin hidroksibenzoik asitlerden daha yiiksek
aktivite gosterdigi goriilmektedir. Bu durum sinamik asitlerin propenoik asit (-CH=CH-
COOH) kismimin benzoik asitlerin karboksil gruplarindan (-COOH) daha fazla
antioksidan etkiye sahip olmasiyla aciklanmistir (Wojdylo ve ark. 2007).
Hidroksisinnamik asitlerin tayin edilen fenolikleri arasinda kafeik asidin ferulik ve
para-kumarik asitten daha en fazla aktivite etkisine sahip oldugu goriilmiistiir. Fenolik
bilesiklerin orfo ya da para pozisyonlarindaki hidroksil gruplarinin hidrojen atomlarini
serbest radikallere daha kolay vermesi (de Heer ve ark. 1999) ve birbirleriyle
etkilesimde olmalar1 antioksidan aktivite iizerinde meta pozisyonunda bulunan hidroksil
gruplarma gore daha fazla etkili oldugu belirtilmistir (Sroka ve Cisowski 2003, Wojdylo
ve ark. 2007). para-Hidroksibenzoik asit ise tayin edilen fenolikler arasinda en diisiik
degere sahip olan fenolik bilesik olarak belirlenmistir. para-Hidroksibenzoik asidin
para konumunda bulunan hidroksil grubu aromatik halkanin {iizerinde dezavantaj
saglamaktadir (Sroka ve Cisowski 2003). Flavonoidlere antioksidan aktivite ozelligi
kazandiran yapilar belli bir sayi, diizen ve fenol halkasinda bulunan hidroksil
gruplariin yapisal konjugasyonunu igerir (Miller ve Rice-Evans 1997). Flavonoidlerin
antioksidan aktivitelerinde yapilarin B halkasinda bulunan 3,4-dihidroksil grubu, C
halkasinda bulunan 3 numarali karbona bagli OH grubu ve 4 numarali karbonla cift bag
yapan oksijen ve A halkasinda bulunan 5 numarali karbona bagli OH grubu etkilidir.
Ayrica, B halkasimin C2-C3 cift bag yapist elektron delokalizasyonundan sorumlu
olarak bilinir ve serbest radikal tarama aktivitesini arttirdigi belirtilmektedir (Wojdylo
ve ark. 2007). Kuersetin flavonoid sinifina ait bir flavonol yapisidir ve yiiksek
antioksidan aktivite gosterir (Cizelge 4.2.8.1). Kuersetin B halkasinda sahip oldugu
katekol yapisi oldukca aktiftir. C halkasindaki 2,3 ¢ift bagin 4 karbonundaki karbonil

yapisiyla konjugasyonu fenoksil radikal elektronunun flavonoid cekirdeklerine olan
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delokalizasyonuna izin verir. 3 hidroksil grubunun 2,3 cift bagiyla kombinasyonu
elektron delokalizasyonu icin rezonans kararliligini arttir (Wojdylo ve ark. 2007).

Dolayisiyla kuersetin oldukga yiiksek antioksidan aktivite gosterir.

Standart fenolik maddelerle hazirlanan karisimin toplam fenol ile antioksidan
aktivite degerleri ABTS, DPPH ve CUPRAC metotlari ile tayin edilmistir. Fenollerin
her biri i¢cin bulunan toplam fenol degerleri ile karistm icin bulunan deger
karsilastirildiginda metodun toplanabilirlik  6zelligi  gostermedigi  bulunmustur.
Fenollerin antioksidan aktivite degerleri ile karisimin aktivite degeri karsilastirildiginda
ise %48.8 ABTS, %60.4 DPPH toplanabilirlik degeriyle toplanabilirken saglamazken
CUPRAC yontemi %93.2 degeriyle biiyiik olciide saglamaktadir. Elde edilen bu sonug
karisim icindeki fenolik maddelerin birbirleri ile etkileserek her bir fenolik i¢in tayin
edilen aktivite degerinin toplaminin karsim icin tayin edilen degerle saglanamadigi

bulunmustur.
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6. SONUC

Ahududu ve bogiirtlen cesitlerinin fenolik bilesik miktarlarinda dondurarak
muhafaza siirelerine bagl olarak artma ve azalmalar gozlenmistir ve bu durumun
fenolik bilesiklerin bioyararlhiliklarim1 etkileyebilecegi diisiiniilebilir. Ellagik asit
ahududu ve bogiirtlen cesitlerinin temel fenolik bilesigi olarak tayin edilmistir.
Dondurarak muhafaza etme siiresince ellagik asidin en fazla bozunan fenolik bilesik
oldugu ve bunu para-hidroksibenzoik asit izledigi belirlenmistir. Hollanda boduru
cesidinin muhafaza siiresi sonunda en az fenolik bilesik icerigine sahip oldugu
dolayisiyla en fazla etkilenen ahududu cesidi oldugu sdylenebilir. Ahududu ve
bogiirtlen cesitlerinde en az tayin edilen fenolik bilesik kuersetindir. Ancak muhafaza
siiresince miktar1 Onemli derecede etkilenmemistir. Bogiirtlen ¢esitlerinin ahududu
cesitlerinden daha fazla fenolik bilesik igerigine sahip oldugu ve ayrica dondurma
isleminden sonra daha az etkilendigi de belirlenmistir. Dolayisiyla ahududu cesitlerinin
taze meyveleri fenolik bilesiklerin potansiyel dogal kaynaklar olarak gorev yapabilir ve
insan sagligi i¢in taze olarak tiiketilmelidir. Buna karsin, bogiirtlen cesitlerin fenolik

bilesik bakimindan dondurarak muhafazaya daha uygun oldugu sonucuna varilabilir.

Ahududu ve bogiirtlen cesitlerinin toplam fenol, toplam flavonoid, toplam
antosiyanin ve askorbik asit icerikleri su ve metanol ekstraklarinda UV-vis
spektorfotometresi ile belirlenmistir. Ahududu ve bogiirtlen cesitlerinin antioksidan
aktiviteleri ABTS, DPPH ve CUPRAC metotlar1 uygulanarak degerlendirilmistir.
Ahududu ve bogiirtlen cesitleri arasinda toplam fenol, toplam flavonoid, toplam
antosiyanin ve askorbik asit iceriklerinin bakimindan ©nemli farkliliklar oldugu
goriilmiistiir. Ahududu c¢esitleri arasinda Hollanda boduru su ve metanol ekstraklarinda
en yiiksek toplam fenol, toplam flavonoid daha diisiilk miktarda toplam antosiyanin
miktara sahip oldugu bulunmustur. Bogiirtlen ¢esitlerinde ise Jumbo su ve metanol
ekstraklarinda en yiiksek toplam fenol, toplam flavonoid, toplam antosiyanin ve
askorbik asit miktarina sahiptir. Elde edilen bu sonuglar, ahududu ve bogiirtlen
cesitlerinin yiiksek miktarda toplam fenol, toplam flavonoid, toplam antosiyanin ve
askorbik asit miktarina sahip oldugunu ve dolayisiyla yiiksek antioksidan aktivite

gosterdigi belirlenmistir. Ayrica bogiirtlen cesitlerinin antioksidan aktivite degerlerinin
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ahududu cesitlerinden daha yiiksek oldugu bulunmustur. Toplam fenol, toplam
flavonoid, toplam antosiyanin ve askorbik asit iceriklerinin antioksidan aktiviteyle
positif ve negatif korelasyon gostermektedir. Bu sonu¢ ahududu ve bogiirtlen
cesitlerinin antioksidan aktivite degerlerinin biiyiikk Ol¢iide tayin edilen fenolik
iceriklerinden kaynaklandigi ifade etmektedir. Ayrica ABTS, DPPH ve CUPRAC
metotlarinin kendi aralarinda yiiksek korelasyona sahip olduklar1 ve bu durumunda tiim
metotlarin elektron transferine prensibine dayanmalarindan kaynaklandigi tahmin

edilmektedir.
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TESEKKUR

Tez calismamiz siiresince her tiirlii imkan1 saglayan, bilgisini, yardimim ve destegini

hichir zaman esirgemeyen danisman hocam Sayin Prof. Dr. Cevdet DEMIR’e en igten
tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica her kosulda yanimda olan, gilivenini ve destegini her zaman hissettigim
Aras.Gor. Saliha SAHIN’e; yardimini ve laboratuar imkanlarmi hicbir zaman esirgemeyen
Aras.Gor. Bilgen OSMAN’a; bitkisel materyal konusunda yardimci olan ve teminini
saglayan Dog¢ Dr. Cihat TURKBEN e tesekkiirii borg bilirim.

Bu tez Bursa’da yetistirilen baz1 ahududu (Rubus idaeus 1) ve bogiirtlen (Rubus
fruticosus L.) cesitlerinin fenolik bilesikleri ve antioksidant aktivitelerinin donmus muhafaza
siiresine bagli olarak degisimlerinin incelenmesi projesiyle (Z 2008/20) U.U Bilimsel
Arastirma Fonu kurulusu tarafindan desteklenmistir. Bu amacla U.U Bilimsel Arastirma
Fonuna tesekkiir ederim. Ayrica LC-MS calismalarimiz1 gergeklestirdigim Tiibitak Bursa Test
ve Analiz Laboratuvar: (TUBITAK-BUTAL) calisanlarina da tesekkiir ederim.

Tez calismalarim boyunca maddi, manevi her tiirlii desteklerinden ve gostermis
olduklar1 sabir, anlayis, ictenlik ve 6zveriden dolay1 aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.



